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Zink im Augenhintergrund des Seehundes 
Von 


Giinther Weitzel, Eckhart Buddecke, Anna-Maria Fretzdorff, 
Franz-Josef Strecker und Ursula Roester 


\us der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft 
Géttingen und dem Physiologisch-Chemischen Institut der Justus-Liebig-Hochschule GieBen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Dezember 1955) 


In der Aderhaut (Chorioidea) von Carnivoren wie Hund, Fuchs, 
Dachs, Marder, Iltis, Wiesel und Katze hatten wir in einer friiheren Ar- 
beit! auffallend hohe Zinkmengen nachweisen kénnen, dagegen nicht 
im Augenhintergrund von Herbivoren wie Pferd, Rind, Schaf und Ziege. 
In einer weiteren Arbeit? konnten wir zeigen, da diese im Augenhinter- 
grund der genannten Carnivoren enthaltenen Zinkmengen einem spe- 
ziellen Gewebe angehéren, dem Tapetum lucidum, welches hinter der 
Netzhaut innerhalb der Aderhaut liegt. Dieses den Fleischfressern eigen- 
tiimliche Tapetum lucidum cellulosum erwies sich als das zink- 
reichste Gewebe, welches man bisher kennt. Auch die meisten Her- 
hivoren besitzen im Augenhintergrund ein Tapetum lucidum, dieses 
ist jedoch morphologisch anders gebaut (Tapetum lucidum fibrosum); 
es erwies sich als zinkarm?. 

In einer kiirzlich erschienenen dritten Arbeit? berichteten wir tiber 
die chemische Struktur der im Tapetum lucidum von Hund und 
Fuchs enthaltenen Zinkverbindung: Es gelang, die im Tapetum lucidum 
von Hund, Fuchs, Silber- und Blaufuchs enthaltene Zinkverbindung zu 
isolieren und als einen 1:1-Komplex des Cysteins zu identifizieren 
(Zink-cysteinat-hydrat 1:1:1). Dadurch erkliren sich auch die in den 
Tapetum-Trockenpulvern gefundenen hohen Schwefel- Anteile*, welche 
in den einzelnen Praparaten recht genau dem atomaren Zn:S-Verhaltnis 

= 1:1 entsprechen. Das Tapetum lucidum cellulosum ist daher nicht 
nur als das zinkreichste, sondern auch als das schwefelreichste Gewebe 
anzusehen, welches man bisher kennt. 

Aus der vergleichenden Anatomie ist seit langem* bekannt, dah 
ein Tapetum lucidum cellulosum nicht nur bei Raubtieren (Carni- 
voren) vorkommt, sondern auch bei Robben (Pinnipediern), deren Ta- 


1G. Weitzel u. A.-M. Fretzdorff, diese Z. 292, 221 [1953]. 

2G. Weitzel, F.-J.Strecker, U. Roester, E. Buddecke u. A.-M. 
Fretzdorff, diese Z. 296, 19 [1953]. 

3 G. Weitzel, E. Buddecke, A.-M. Fretzdorff, F.-J.Strecker u. U. 
Roester, diese Z. 299, 193 [1955]. 

4 A.v. Haller, Opera minora III. Piscium oculi 1768 1. c. 5*; F. Briicke, 
Arch. Anat. Physiol. 12, [1845] 1. c. 5. 
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petum durch besondere Dicke und Ausdehnung dasjenige der Carni- 
voren weit iibertrifft. Die Anzahl der iibereinander liegenden Tapetum- 
Zellschichten wird z. B. fiir Hund und Léwe mit etwa 10, fiir die Katze 
mit bis zu 15, fiir den Seehund (Phoca) aber mit bis zu 35 angegeben®. 
Wihrend bei den Carnivoren das Tapetum lucidum auf ein etwa drei- 
eckiges Gebiet in der oberen Hilfte des Augenhintergrundes begrenzt 
ist, erstreckt sich das Tapetum des Seehundes iiber den gesamten Fun- 
dus, so daB hier ein ,,tapetumfreier Aderhautbezirk“, wie er bei den 
Carnivoren vorhanden ist, praktisch nicht existiert. Da unsere Unter- 
suchungen an Katzenaugen® bereits ergaben, da das Tapetum luci- 
dum cellulosum der Katze zwar zinkreich ist, jedoch nicht wie bei den 
Caniden Zink-cystein® enthilt, erschien die Priifung des besonders gut 
ausgebildeten Tapetum lucidum cellulosum von Seehunden auf 
Zinkgehalt und etwaige darin enthaltene Zinkverbindungen von be- 
sonderem Interesse. Nachstehend berichten wir iiber unsere am Auge 
des Seehundes (Phoca vitulina L.) erhaltenen Ergebnisse. 


Methodik 


Material: Von den im Sommer 1954 und 1955 an der schleswig-holsteinischen 
Westkiiste erlegten Seehunden konnten wir insgesamt 200 Augipfel erhalten*. 
Die praparative Aufteilung der hinteren Halfte des Bulbus liefert beim Seehund 
im Gegensatz zu den Carnivoren nur drei Fraktionen (Netzhaut, Tapetum, Ader- 
haut hinter Tapetum), da ein tapetumfreier Aderhautbezirk hier fehlt. 

Zinkanalysen: Veraschen der Probe mit konz. Schwefelsiure oder Salpeter- 
siure/Hydroperoxyd und polarographische Ermittlung des Zinkgehaltes nach der 
von uns’ angegebenen Methode. Meist waren die Praparate jedoch so zinkreich, 
da8 man die komplexometrische Zinkbestimmung® in der mineralisierten Probe 
anwenden konnte. Auf komplexometrische Kontrollbestimmungen mit Maskierung 
von Zink bzw. Erdalkalien wird weiter unten im Abschnitt ,,Aceton- und Gefrier- 
trockenpulver“ eingegangen. 

Schwefelanalysen: Verbrennen der Einwaage (6— 10 mg) in der Apparatur 
nach Wagner und Biihler®; direkte titrimetrische Bestimmung des gebildeten 
Sulfats mit Bariumchlorid-Lésung und Alizarin 8 als Indikator nach Fritz und 
Freeland?®, 

Papierchromatographie: Die papierchromatographische Methodik zur 
Untersuchung der aus Tapetumextrakten gewonnenen Zinkverbindungen ein- 
schlieBlich spezieller Nachweisverfahren fiir Schwefelverbindungen, insbesondere 
fiir Cystein, ist in der vorangehenden Arbeit* genau beschrieben. Der Zinknachweis 
auf dem Papier erfolgt durch Bespriihen mit einer 0,05—0,1-proz. Lésung von 
Dithizon in Chloroform. Als wesentliche Verbesserung erwies sich die in die vor- 

5 a) Siehe Handb. vgl. Anat. Wirbeltiere (Berlin- Wien 1943) Bd. IT, 2; 8.1215: 
b) A. Pitter in Graefe-Saemisch, Handb. Augenheilk. 2. Auf]. II, 1S. 255ff. 

6 G. Weitzel, ,,Zellvertraute zinkbindende Konfigurationen‘’. Vortrag a. d. 
Tagung d. Dtsch. Ges. Physiol. Chem. Kiel, 21. IX. 1954. 

7 G. Weitzel u. A.-M. Fretzdorff, diese Z. 292, 212 [1953]. 

8 H. Flaschka, Mikrochemie 39, 38 [1952]. 

® H. Wagner u. F. Biihler, Mikrochemie 36/37, 641 [1951]. 

10 J.S. Fritz u. M.Q. Freeland, Analytic. Chem. 26, 1593 [1954]. 

* Wir danken den Herren Seehundjigern Hans Rehn (Biisum), Heinrich 
v. Holdt (Hallig-Hooge) fiir die rasche und zuverlassige Lieferung der Augapfel 
frisch geschossener Seehunde. 
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liegende Arbeit neu aufgenommene Cystein-Chromatographie in Schwefelwasser- 
stoff-Atmosphare: Schwefelwasserstoff wird durch eine Waschflasche gefiihrt, in 
welcher sich das betreffende Lésungsmittelgemisch befindet, und von da aus in 
die Chromatographiekammer geleitet. Es besteht dann vollkommener Oxydations- 
schutz fiir Cystein wihrend der Chromatographie. 


Ergebnisse der Versuche 
Zinkgehalt verschiedener Teile des Seehundauges 

Wie Tab.1 zeigt, unterscheiden sich die in Linse, Glaskérper. 
Netzhaut und Iris vorhandenen Zinkmengen kaum von den entsprechen- 
den Werten anderer Siugetiere!; der Zinkgehalt dieser Augenteile liegt 
beim Seehund durchweg im normalen Bereich. Man pflegt ein Gewebe 
dann als zinkreich zu bezeichnen, wenn 50 y Zn/lg Frisch- bzw. 
250 y Zn/1 g Trockengewebe iiberschritten werden. Dies ist bei keinem 
der in Tab. 1 enthaltenen Augenteile der Fall, wenn auch Glaskérper 
und Netzhaut in der Trockensubstanz mehr als 200 y Zn/g enthalten. 


Tab. 1. Zink im Seehundauge (ohne Aderhaut). 
(Polarographische Bestimmungen’) 











Zahl der ana- Zinkgehalt in y Zn pro: 
Augenteil ly nace reat 4, Ae Frisch- | 1 g Trocken- 
— “aug gewebe gewebe 
Linse ..... ; 6 10,3 10,7 23,3 
Glaskérper. . . . 4 40,3 10,3 223 
Netzhaut 6 11,7 23,7 201 
LTE ila re 4 20,4 14,3 127 














In krassem Gegensatz zu den relativ geringen Zinkmengen in Linse, 
Glaskérper, Netzhaut und Iris steht der auBerordentlich hohe Zink- 
gehalt der Aderhaut des Seehundauges. Auch hier gehért das Zink 
praktisch vollstindig dem Tapetum lucidum cellulosum an. In 
Tab. 2 sind die von uns gefundenen Zinkwerte fiir das isolierte 


Tab. 2. Zink in der Aderhaut von Seehundaugen. 
(Komplexometrische Bestimmungen‘*) 
































Tapetum isoliert Aderhaut hinter Tapetum 
Tier |Alter ungefahr y Zink pro: y Zink pro: 
welt | See | gee] ton |S Pee 

1 10 Wochen 1460 9480 73500 | 1210 4010 24230 
2 10 Wochen 840 5580 41800 | 1770 6175 35300 
3 1 Jahr 5350 | 15750 75500 700 | 2945 13040 
6 1 Jahr 5325 | 23050 | 106100 340 848 3530 
4 mehrjahrig 8400 | 20950 | 112900 515 1687 8280 
5 mehrijahrig 9590 | 25650 | 138800 675 1933 10020 
7 8 Jahre 9535 | 30150 | 146000 660 1887 9125 
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Tapetumgewebe und fiir die dahinterliegende restliche Aderhaut auf- 
gefiihrt. Die Tab. ist. gegliedert nach dem Alter der untersuchten See- 
hunde, denn wie bei den Hunden und Katzen? ist auch bei den See- 
hunden das Tapetum des Jungtieres weniger zinkreich als dasjenige 
des erwachsenen, insbesondere des alten Tieres. 

In Tab. 2 ist zu beriicksichtigen, daB die Praparation bei den beiden etwa 
10 Wochen alten Seehunden durch einen schlechteren Erhaltungszustand der 
Augen erschwert war, so daB die Abtrennung des Tapetums von der dahinter- 
liegenden Aderhaut nicht so gut gelang wie bei den alteren Tieren. Dadurch gelangte 
ein Teil des Tapetum-Zinks in den als ,,Aderhaut hinter Tapetum“ analysierten 
Teil. Bei den einjahrigen und den mehrjahrigen Tieren gelang die Abtrennung 
des Tapetumgewebes von der dahinterliegenden Aderhaut in zufriedenstellender 
Weise. Da jedoch das Tapetumgewebe als ,,feuchter Brei‘‘ von dem nicht geharteten 
frischen und feuchten Aderhautgewebe abgestrichen werden muB, bleiben auch 
dann stets Tapetumreste an der dahinterliegenden Aderhaut haften. 

Die bei den etwa 10-wéchigen Jungtieren gefundenen Zinkwerte 
werden durch die entsprechenden Werte der einjahrigen Tiere und be- 
sonders der mehrjahrigen Tiere deutlich iibertroffen. Die letzteren (Nr. 4, 
5 und 7) zeigen im frischen Tapetumgewebe einen Zinkgehalt zwischen 
2 und 3%, im getrockneten Tapetum sind bei den 3 untersuchten Tieren 
11,3, 13,9 und 14,6% Zink enthalten! Stellt man in Tab. 2 die in der 
, Aderhaut hinter Tapetum“ der ein- und mehrjahrigen Tiere gefundenen 
Zinkmengen denén des abgetrennten Tapetums gegeniiber, so finden sich 
vom Gesamtzink rund 94% im Tapetum, rund 6% in der dahinter- 
liegenden Aderhaut. Dieser nicht beim Tapetum erfaBte Rest von 6% 
muB auf Grund der beschrainkten Priparationsméglichkeiten zum 
gréBten Teil ebenfalls dem Tapetumgewebe zugerechnet werden. 


Aceton- und Gefriertrockenpulver, 
des Tapetumgewebes von Seehunden 


Zur Gewinnung gréBerer Mengen von Tapetum-Trockenpulvern 
praparierten wir die vorderen, hinter der Netzhaut liegenden Tapetum- 
schichten (,,Tapetum A“) getrennt von den riickwartigen Tapetum- 
schichten (,,Tapetum B“). Die letzteren grenzen an die pigmenthaltige 
eigentliche Aderhaut (,,Aderhaut hinter Tapetum“). Die. Zinkwerte 
der Acetontrockenpulver liegen im Tapetum A héher als im Ta- 
petum B, wihrend in der Aderhaut hinter Tapetum ein im Vergleich 
zum Tapetum relativ geringer Zinkgehalt vorliegt, der jedoch mit 
Sicherheit ebenfalls vom Tapetumgewebe stammt (s.0.). Eine Auf- 
arbeitung von 16 Augen jiingerer Seehunde lieferte z. B. Aceton- 
trockenpulver mit folgenden Zinkwerten: Tapetum A 15,8%, Tapetum B 
10,5% und Aderhaut hinter Tapetum 1,1° Zink. In einer anderen Auf- 
arbeitung, bei welcher nur Augen von Alteren Seehunden benutzt 
wurden, lieferte das Gesamt-Tapetum ein Acetontrockenpulver mit 
einem Zinkgehalt von 17,6%. Ahnliche, zumeist etwas geringere Werte 
fanden sich im Gefriertrockenpulver; z. B. erhielt man von 9 Augen 
jiingerer Seehunde ein Gefriertrockenpulver mit 15,2% Zink. 
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Die Zinkanalysen der Trockenpulver wurden ebenso wie die oben 
in Tab.2 aufgefiihrten Zinkanalysen kom plexometrisch durchgefiihrt. 
Die Polarographie ist fiir Zink spezifisch, die Komplexometrie erfaBt 
dagegen noch andere zweiwertige Metalle, besonders die Erdalkalien. 
Zur Kontrolle untersuchten wir daher die Seehund-Tapetumpulver 
komplexometrisch nach Maskierung des Zinks mit Kaliumcyanid"! 
und Aufhebung der Maskierung mit Chloralhydrat}* sowie nach Mas- 
kierung etwaiger Calcium- und Magnesiumanteile mit 
Ammoniumfluorid'*. Nach Kaliumcyanid-Maskierung des Zinks sank 
der Komplexonverbrauch auf Null, nach Aufhebung der Maskierung 
mit Chloralhydrat wurde wieder der urspriingliche Zinkwert erhalten. 
Nach Ammoniumfluorid-Maskierung anderte sich der Komplexon- 
verbrauch nicht. Daraus geht hervor, daB die Komplexometrie im 
Seehund-Tapetum nur Zink erfaft, nicht auch Calcium und Magnesium. 
Barium scheidet aus, da die Substanzproben mit konz. Schwefelsiure 
verascht werden. 

Neben dem Zinkgehalt des Seehund-Tapetums war sein Schwefel - 
gehalt von besonderem Interesse. Die Aceton- und Gefriertrocken- 
pulver unserer Seehund-Tapeta erbrachten ahnlich hohe Schwefelwerte 
wie bei den Caniden im Bereiche von 4—10% S. Der Vergleich mit den 
dazugehérenden Zinkwerten ergab, daB der gefundene Schwefelgehalt 
jeweils rund der Halfte des Zinkgehaltes entsprach, entsprechend einem 
Atomverhiltnis Zn :S = 1: 1. Ein Acetontrockenpulver vom Tapetum A 
enthielt z. B. 17,6% Zink und 9,1% Schwefel, ein solches vom Tapetum 
B 9,3% Zink und 4,5% Schwefel. 

Das Tapetum lucidum cellulosum des Seehundes verhalt sich dem- 
nach im Zink- und Schwefelgehalt ganz ahnlich wie das Tapetum 
lucidum cellulosum der Caniden. 


Tapetumgewichte beim Seehund (Phoca vitulina L.) 


Die durchschnittlichen Ausbeuten an frischem Tapetumgewebe 
(in Klammern an Tapetum-Trockensubstanz) beliefen sich bei etwa 
10 Wochen alten Seehunden auf rd. 160 mg (20 mg), bei etwa ein- 
jahrigen Tieren auf rd. 280 mg (60 mg) und bei mehrjahrigen Tieren auf 
rd. 360 mg (70 mg) je Auge. In diesen Werten kommt nicht nur die dem 
Wachstum des Tieres entsprechende Gréfenzunahme des Tapetums zum 
Ausdruck, sondern vor allem die auBergew6hnliche Menge an Tapetum- 
gewebe im Seehundauge. Denn die entsprechenden Werte fiir die Carni- 
voren liegen ganz erheblich niedriger; wir fanden z. B. als Ausbeute an 
frischem bzw. trockenem Tapetumgewebe beim erwachsenen Hund 
rd. 9 mg (3 mg) und beim erwachsenen Fuchs 18 mg (5 mg) je Auge. 
Ganz entsprechend verhalten sich die Ausbeuten an Acetontrocken- 


11 G. Schwarzenbach, Die komplexometrische Titration, Enke-Verlag, 
Stuttgart 1955. 

® J. Kinnunen u. B. Merikanto, Chem. Anal. 41, 76 [1952], zit. nach 1. 

18 R. Pribil, Collect. czechoslov. chem. Commun. 19, 64 [1954]. 
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pulver: Als Mittelwert aus 16 Seehundaugen jiingerer, meist etwa ein- 
jahriger Tiere erhielten wir 45 mg Acetontrockenpulver fiir ein Tapetum 
lucidum. Die entsprechenden Werte betragen fiir den Silberfuchs 
3.3 mg, fiir den Blaufuchs 1,5 mg, fiir den Rotfuchs 3,6 mg und fiir den 
Hund 2,5 mg. Daraus folgt, daB im Vergleich zu den genannten Caniden 
ein Seehundauge das 12- bis 30-fache an Tapetum-Trocken- 
pulver liefert! 


Isolierung und Eigenschaften der Zinkverbindung 


Bei der Extraktion des Acetontrockenpulvers vom Seehund- 
Tapetum mit 1—3-proz. Ameisensiure ging das gesamte Zink zusammen 
mit den wasserléslichen, niedrig- und héhermolekularen Substanzen 
in Lésung. Nach Abtrennen von zinkfreiem Riickstand filtrierten wir 
durch Kollodium-Membranen bei Unterdruck, wodurch die in der 
Ameisensiure-Lésung enthaltenen héhermolekularen Substanzen zu- 
riickblieben. Die Neutralisation des Membranfiltrats mit verdiinnter 
Natronlauge fiihrte zur Ausfallung eines amorphen, in Wasser praktisch 
unléslichen Niederschlags mit einem Zinkgehalt von rund 30—32%. 
Die Papierchromatographie ergab, da als organischer Ligand des Zinks 
fast nur Cystein vorlag, begleitet von sehr geringen Cystin-Anteilen. 

Der Seehund enthalt also offenbar in seinem Tapetum lucidum 
ebenso wie die Caniden Zink-cystein. Die Elution des Tapetumpulvers 
mit Ameisensiiure sowie das bei der Papierchromatographie angewandte 
Lésungsmittelgemisch Butanol-Ameisensiure- Wasser dienten als Schutz 
des Cysteins gegeniiber der Oxydation zu Cystin. Als besonders wirksam 
erwies sich der bei der Untersuchung des Seehund-Tapetums benutzte 
Kunstgriff, Cystein in Schwefelwasserstoff-Atmosphare zu chro- 
matographieren. Dabei mu8 man sich allerdings auf saure und neutrale 
Lésungsmittel beschrinken, denn bei alkalischer Reaktion treten 
stérende braune Fronten auf (Polysulfid- Bildung, elementarer Schwefel). 
Ebenso wie in Ameisensiure lit sich auch in Schwefelwasserstoff- 
Atmosphire eine Reduktion vorhandenen Cystins zu Cystein nicht 
heobachten. 

SH-Jodometrie: Die im vorangehenden Abschnitt beschrie- 
bene Identifizierung des Zink-cysteins erfolgte nach der chemi- 
schen Aufarbeitung des Acetontrockenpulvers. Es war wiinschens- 
wert, ohne diesen Aufarbeitungsgang das im Tapetumpulver vorliegende 
Cystein direkt nachzuweisen. Hierzu diente uns zunichst die jodome- 
trische SH-Gruppen-Bestimmung nach der Methode von Kuhn, Birko- 
fer und Quackenbusch!*. Durch Behandeln einer kleinen Probe 
(5—8 mg) des Tapetum-Aceton-Trockenpulvers mit 90-proz. Essig- 
siure wird das Cystein herausgelést und nach Abfiltrieren vom Riick- 
stand jodometrisch titriert. Die durch Titration gefundene Cystein- 
14 R. Kuhn, L. Birkofer u. F. W. Quackenbusch, Ber. dtsch. chem. Ges. 
72. 407 [1939]. 























ey 
( 


Bd. 304 (1956) Zink im Augenhintergrund des Seehundes 





menge kann man vergleichen mit der aus dem Zinkgehalt des be- 
treffenden Pulvers berechneten Cysteinmenge, wobei sich die Be- 
rechnung auf die Annahme stiitzt, daB im Tapetumpulver des Seehundes 
Zink-cysteinat-hydrat (1: 1:1) vorliegt. Die Ergebnisse der SH-Ti- 
tration von drei verschiedenen Tapetumpulvern in Tab. 3 zeigen, dab 
die gefundenen und die berechneten Cysteinmengen nur wenig von- 
einander abweichen. Im Gefriertrockenpulver liegt der Cysteingehalt 
zu hoch, weil wahrscheinlich unspezifische jodbindende Stoffe mit er- 
faBt worden sind. 

Tab. 3. Jodometrische Cysteinbestimmung in Tapetum-Trockenpulvern 

vom Seehund. 
(Vergleich mit den aus den Zinkanalysen berechneten Cysteinwerten.) 

















Cysteingehalt in % 
Tapetum-Fraktion Seehund Zinkgehalt aus Zink- jodo- 

in % analyse metrisch 

berechnet gefunden 
Tapetum gesamt (altes Tier). . . . . 17,63 32,81 33,89 
Teper A sie. eae 15,81 29,42 30,90 
Bini. oa a rr rr 10,50 19,56 19,22 
Tapetum A (l-jahr. Tiere). . . . . . 15,04 28,77 30,00 
Gefriertrockenpulver. ....... 18,4 34,24 38,74 





Umwandlung in Thiazolidincarbonsaure: Aceton-Trockenpulver vom 
Tapetum A des Seehundes wurde mit 1-proz. Ameisenséure kurz eluiert, vom 
Riickstand abfiltriert und bei py 5 mit 40-proz. Formalinlésung behandelt. Durch 
Neutralisation und Ausfallung mit Alkohol erhielt man einen zinkhaltigen Nieder- 
schlag, in welchem Thiazolidincarbonsiure papierchromatographisch, wie friiher 
beschrieben, leicht nachzuweisen war. 

Papierchromatographischer Direkt-Nachweis von Cystein im 
Trockenpulver: Aus Seehund-Tapetum A gewonnenes Gefriertrockenpulver 
wurde in 0,l-n. HCl gelést, sofort aufgetragen und umgehend wieder mit der 
Infrarotlampe am Startfleck getrocknet. In Schwefelwasserstoff-Atmosphare und 
mit Butanol-Aceton-Wasser oder Butanol-Hisessig als Lésungsmittelgemisch ergab 
die Chromatographie lediglich das Vorhandensein freien Cysteins. Ein Cystin- 
Fleck konnte nicht ausgemacht werden. In derartigen Gefriertrocken- 
pulvern zeigt die Chromatographie auBer Cystein tiberhaupt keine weiteren ninhy- 
drin-positiven Substanzen. Diese bleiben entweder am Startfleck zuriick oder liegen 
mengenmaBig unter der Erfassungsgrenze der Ninhydrin-Reaktion. Das Fehlen 
von Cystin beobachtet man bei einer solchen Direkt-Chromatographie stets dann, 
wenn das Tapetumpulver aus méglichst frischen, unverletzten Augapfeln ge- 
wonnen wurde. 


Tapetumpraparate nach Zink-cystein-Entzug 

Die Trockenpulver des Seehund-Tapetums erreichen Zinkwerte 

bis zu 18% und enthalten zugleich bis zu 33% Cystein. Auf den Kom- 
plex Zink-cysteinat-hydrat (1: 1:1) entfallen dadurch rund 60% der 
Trockenpriparate. Demnach wiren die restlichen 40% der eigentlichen 
Zellsubstanz des Tapetumgewebes zuzuschreiben. Diese Annahme priif- 
ten wir durch Aufarbeitung des vom Zink-cystein befreiten Restgewebes. 
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Behandelt man Tapetum-Gefriertrockenpulver vom Seehund zu- 
nichst mit Aceton, so entfernt man geringe Anteile, die in der Haupt- 
sache aus Lipoiden bestehen. Ein Verlust an stickstoffhaltigen Be- 
standteilen tritt dabei praktisch nicht auf, denn der Stickstoffgehalt 
der Trockenpulver steigt nach Acetonbehandlung leicht an. In solchen 
Acetontrockenpulvern gelingt eine fast quantitative Abtrennung des 
Zink-cysteins vom Restgewebe leicht, wenn man das Acetontrocken- 
pulver, wie oben angegeben, in 3-proz. Ameisensiiure suspendiert und 
anschliefend einer Unterdruckfiltration durch eine Kollodiumhiilse 
unterwirft. Hierbei bleiben in der Hiilse alle hochmolekularen sowie die 
niedrigmolekularen, nicht siureléslichen Bestandteile zuriick. An 45,5 mg 
eines Acetontrockenpulvers (18,3°% Zn; 8,15° N) wurde der beschriebene 
Aufarbeitungsgang durchgefiihrt und der Hiilseninhalt und das Hiilsen- 
filtrat getrennt folgenden Untersuchungen unterworfen: 

a) In dem getrockneten Hiilsenriickstand (9,8 mg = 21,5% des 
Ausgangsmaterials) lieBen sich bei einem Stickstoffgehalt von 11,67%, 
auBer einem sehr geringen Cysteinanteil keine freien Aminosauren 
nachweisen. Nach der Hydrolyse dieses Riickstandes konnte man fol- 
gende Aminosauren als Bausteine identifizieren: Leu, Phe, Val, Tyr. 
Pro, Ala, Threo, (Glu-NH,), Gly, Glu, Asp His, Lys, Arg, CySS. Das Vor- 
handensein der Aminosiuren Ser, (Asp-NH,), und Met konnte nicht vdllig 
gesichert werden, da ihre Mengen an der unteren Erfassungsgrenze 
lagen. Tryptophan war nach salzsaurer Hydrolyse nicht zu erwarten. 
Aus der GréBe und Intensitaét der Substanzflecken auf dem Chromato- 
gramm ging hervor, daB keine der genannten Aminosiuren durch beson- 
dere Hiaufigkeit auffiel. Man erhielt das typische Bild eines Eiweib- 
hydrolysates. 

b) Im Membranfiltrat wurde durch Neutralisation das Zinkcystein 
mit einem Zinkgehalt von 32,55% abgetrennt. Eine Untersuchung der 
zuriickbleibenden Mutterlauge ergab zunichst, daB eine absolut quanti- 
tative Ausfaillung des Zn-Cysteins durch Neutralisation nicht méglich 
war, sondern daB in der Mutterlauge nachweisbare Cysteinmengen 
zuriickblieben. Bei nachfolgender Hydrolyse der zur Trockne gebrachten 
Mutterlauge wurde ein Teil dieses Cysteins zerstért bzw. in Cystin iiber- 
fiihrt. AuBer diesen beiden Aminosiuren lieBen sich jedoch auch bei 
Anwendung von Spezialentwicklern fiir Aminosiuren, Zucker oder 
stickstofffreie organische Saiuren keine weiteren Substanzflecken auf- 
finden. 

Diese Aufarbeitungen sprechen demnach dafiir, daB im Tapetum 
lucidum cellulcsum des Seehundes nach Entzug des Zink-cysteins die 
restlichen etwa 40% auf die iibliche Zellsubstanz entfallen. Eine Be- 
urteilung des Tapetumgewebes bei mikroskopischer Betrachtung fiihrt. 
grob geschitzt, ebenfalls zu der Annahme, da die nicht-spezifischen 
Strukturelemente der Tapetumzelle mindestens ein Drittel des Gesamt- 
gewebes beanspruchen. 
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Besprechung der Ergebnisse 


Den héchsten Zinkwert, den wir bisher im Tapetum lucidum 
cellulosum festellen konnten, fanden wir? bei einem Fuchs (Vulpes 
Vulpes L.) mit 13,8% Zink im getrockneten Tapetumgewebe. Dieser 
Wert wird, wie die vorliegende Arbeit zeigt, vom Seehund (8-jahr. 
s. Tab. 2) mit 14,6% noch iibertroffen. Vor allem aber sind die bei den 
Seehunden im Augenhintergrund enthaltenen Gesamtmengen an 
Zink ganz erheblich gréBer als bei den Caniden, eine Folge des besonders 
groBen Organgewichts des Seehund-Tapetums. Nach unseren Zink- 
analysen sind bei alten Seehunden in einem Augenhintergrund etwa 
10 mg Zink eingelagert! Dadurch iiberragt der Seehund bei weitem alle 
bisher auf den Zinkgehalt des Tapetum lucidum cellulosum untersuchten 
Tierarten. 

Wie bei den Caniden, aber nicht wie bei den Katzen®*, liefert die 
chemische Aufarbeitung des Seehund-Tapetums als einzige Zink- 
verbindung das Zink-cysteinat-hydrat als 1: 1-Komplex, auf welchen 
im reinen Tapetumgewebe rund 60% der Trockensubstanz entfallen. 
Der Rest diirfte den eigentlichen konstituierenden Bestandteilen der 
Tapetumzellen entsprechen. Die Morphologie nimmt seit jeher® in den 
Tapetumzellen die Anwesenheit mikrokristalliner Gebilde an, welche 
als Glanzstabchen bezeichnet werden. Es liegt nahe, als Lager- 
stitten des Zink-cysteins diese mikroskopisch eben noch erkennbaren 
Glanzstibchen zu vermuten. 

In der vorangehenden Arbeit* priiften wir eingehend die Frage. 
ob die dem Cystein beigemengten, sehr geringen Cystin-Anteile erst 
wahrend der Aufarbeitung entstehen oder bereits im lebenden Tapetum- 
gewebe enthalten sind. Je mehr es gelang, bei der Aufarbeitung den 
Cysteinschutz zu verbessern, um so geringer waren die nachzuweisenden 
Cystin-Anteile. Es war uns jedoch nicht méglich, aus den Tapeta lucida 
von Hund, Fuchs, Silber- und Blaufuchs ein vdéllig von Cystin-Spuren 
freies Zink-cysteinat zu isolieren. Dies gelang uns nunmehr beim See- 
hund, denn die direkte Chromatographie des Tapetum-Gefriertrocken- 
pulvers in Schwefelwasserstoff-Atmosphire (s. 0.) lieferte nur reines 
Cystein, kein Cystin. Dieser Befund spricht dafiir, daB im lebenden 
Tapetumgewebe nicht nur beim Seehund, sondern auch bei den Caniden 
ausschlieBlich Zink-cystein vorhanden ist. 

In dem isolierten Zink-cystein-Komplex (s. die Formel) werden 
drei Koordinationsstellen des Zinks vom Cystein, g 
die vierte von einem Wassermolekiil besetzt. H,0” \ 
Bereits bei der Isolierung des Komplexes aus H \ 
dem Tapetum lucidum von Hunden und Fiichsen? ©HC—N-Zn<OH, 
diskutierten wir die Frage, ob etwa diese vierte on H / 
Koordinationsstelle in vivo nicht durch Wasser, \o/ 
sondern durch einen anderen Liganden besetzt 
sein kénnte. wobei am ehesten an eine Stickstoffverbindung zu denken 
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wire. Auch in der vorliegenden Arbeit untersuchten wir die nach Ent- 
fernung des Zink-cysteins zuriickbleibende Restsubstanz des Tapetum- 
gewebes vor und nach Hydrolyse. Ein stickstoffhaltiger niedrigmoleku- 
larer Ligand, der in aquimolarer Menge zum Zink vorhanden sein 
miiBte, war nicht aufzufinden. Auch die héhermolekularen Anteile 
lieferten nach Hydrolyse keine Anhaltspunkte fiir das Vorliegen einer 
Substanz, welche als Baustein eines Makromolekiils die vierte koordi- 
native Bindung des Zinks im Zink-cystein-Komplex tibernehmen 
kénnte. Denkbar wire noch, daB z. B. die Peptidbindungen eines 
Proteins jeweils eine Nebenvalenzbindung zum Zink entsenden kénnten ; 
jedoch ist diese Méglichkeit aus theoretischen Griinden wenig wahr- 
scheinlich. 


Zusammenfassung 


Linse, Glaskérper, Netzhaut und Iris der Augen vom Seehund 
(Phoca vitulina L.) enthalten keine iiber der Norm liegenden Zink- 
mengen. Dagegen enthalt das zur Aderhaut gehérende Tapetum 
lucidum cellulosum des Seehundes sehr groBe Zinkmengen. Alte 
Seehunde besitzen in einem Augenhintergrund rund 10 mg Zink. 

Die Aufarbeitung von Gefrier- und Acetontrockenpulvern (Zink- 
gehalt bis zu 18%) des Tapetums von Seehundaugen lieferte Zink- 
cysteinat-hydrat (1: 1:1). Das im nativen Tapetum lucidum enthaltene 
Zink-cystein ist frei von Cystin-Anteilen. Weitere, mit dem Zink ver- 
bundene organische Liganden waren nicht aufzufinden. 


Summary 


The lens, vitreous body, retina and iris of the eye of the seal 
(Phoca vitulina L.) do not contain abnormal amounts of zinc. The 
tapetum lucidum cellulosum of the choroid membrane of the seal 
contains large quantities of zinc. A single eye fundus from old seals 
contains approximately 10 mg of zinc. 

The working up of freeze-dried and acetone powders, containing up 
to 18 per cent of zinc, of tapetum from seal eyes yielded zine cysteine 
hydrate (1: 1:1). The zine cysteine in native tapetum lucidum contains 
no cystine and no other organic ligands linked with the zine were found. 
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Chemische Veranderungen des Lebergewebes 


infolge alimentarer Schadigung 
und ihre Beeinflussung durch Leberextrakte 


Von 


Andreas Hock, Gerhard Huber und Alice v. Pilar-Dietrich 
\us dem Forschungslaboratorium der Zellstoffabrik Waldhof (Leiter: Prof. Dr. Ferdinand Reiff) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Dezember 1955) 


Wie zahlreiche Autoren?! zeigen konnten, verursacht eine Diat 
mit hohem Fettanteil, aber geringem Gehalt an sogenannten lipotropen 
Substanzen eine charakteristische Leberschidigung. Diese beginnt mit 
einer Fettinfiltration der Leberzellen und fihrt iiber degenerative Ver- 
anderungen zu entziindlich-reparativen Reaktionen des Mesenchyms, 
um schlieBlich mit schwankender Hiufigkeit in einer diffusen Fibrosis 
zu enden. Speziell die Leberverfettung kann durch Zulage der soge- 
nannten lipotropen Substanzen verhiitet und geheilt werden. Zu- 
nichst schien es, als ob es sich bei den lipotropen Substanzen grund- 
sitzlich um Methylgruppen-Ubertriger handle, da vor allem Cholin 
und seine biologischen Vorstufen wirksam waren!, Die Wirkung 
des Cholins wiederum kénnte in der Tatsache gesehen werden, daB es 
ein Baustein des Lecithins ist, das dann schlieBlich fiir den Abtrans- 
port der pathologischen Fettdepots Verwendung finden kénnte‘. 


1H. Blumberg u. E. V. McCollum, Science [New York] 93, 598 [1941]. 

2 F.S. Daft, W. H. Sebrell u. R. O. Lillie, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 48, 
228 [1941]; 50, 1 [1942]. 

3G. T. Webster, J. clin. Invest. 21, 385 [1942]. 

4 H. P. Himsworth u. L. E. Glynn, Clin. Sci. 5, 93, 133 [1944]; Proc. Roy. 
Soc. Med. 88, 101 [1944]; J. Pathol. Bacteriol. 56, 297 [1944]. 

5 P. Gyorgy u. H. Goldblatt, J. exp. Med. 75, 355 [1942]; P. Gyorgy. 
Amer. J. clin. Pathol. 14, 67 [1944]; Am. J. Digest. Diseases Nutrit. 19, 392 [1952]. 

6 P. Handler u. J. N. Dubin, J. Nutrit. 31, 141 [1946]. 

7 L. E. Glynn, H. P. Himsworth u. O. Lindan, Brit. J. exp. Pathol. 29, 
1 [1948]. 

8 E.R. Jaffé, R. W. Wissler u. E. P. Benditt, Amer. J. Pathol. 26, 951 
[1950]. 

® C. A. Hall u. V. A. Drill, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 69, 3 [1948]; 70, 
202 [1949]; Amer. J. med. Sci. 219, 197 [1950]. 

10 H. M. McCormick u. V. A. Drill, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 72, 388 
[1949]; 74, 626 [1950]. ; 

11 K, Lang, Die Medizinische 1953, 489 (Ubersichtsreferat). 
12 KE. A. Sellers, C.C. Lucas u. C. H. Best, Brit. med. J. 1948, 1061. 
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Wir kennen heute aber auch noch verschiedene andere Substanzen, 
wie Purinbasen?-14, Vitamin B,, oder noch unbekannte Verbindungen in 
rohen Leberextrakten®1!516, die bei oraler oder parenteraler Verab- 
reichung die Leber gegen eine im obigen Sinne leberschidigende Dit 
oder gegen eine ganz ahnlich wirkende Tetrachlorkohlenstoffvergiftung 
schiitzen, zum mindesten aber die Verfettung verhiiten kénnen. Es diirfte 
schwierig sein, alle diese lipotrop wirksamen Substanzen mit der Cholin- 
synthese und damit der Fett-Transporthypothese in Verbindung zu brin- 
gen. Man wird wohl nicht fehl gehen, wenn man annimmt, daf die er- 
waihnten Leberschutzstoffe an verschiedenen Stellen der nach- und viel- 
leicht auch nebeneinander ablaufenden pathologischen Prozesse ein- 
greifen. 

In einer vorausgegangenen Arbeit!” haben wir untersucht, ob neben den 
histologischen Veranderungen im Verlauf der Schidigung auch spezifische che- 
mische Anderungen in der Zusammensetzung des Lebergewebes festzustellen sind, 
aus denen man u. U. Schliisse zur Aufklarung des noch unbekannten Stoffwechsel- 
geschehens ziehen kénnte. Dabei fanden wir, daB unter der von uns verwendeten 
fettreichen Diat die Leber der Tiere bis zu 60% der Trockensubstanz verfettete; 
es kam von Anfang an zu einer gewissen Mesenchym-Aktivierung und gegen Ende 
des Versuches zu kleineren, herdférmigen Nekrosen; Fibrosis wurde im Gegensatz 
zu anderen Autoren® 1° nicht beobachtet. Die chemischen Untersuchungen des 
Lebergewebes ergaben bis zum 60. Versuchstag eine signifikante Abnahme an 
Eiwei8, Phosphorlipiden und Nucleinsaéuren der Leber. bezogen auf das Endgewicht 
der Tiere; diese Werte normalisierten sich gegen Ende des Versuches (90 Tage). 
a 

In der vorliegenden Arbeit versuchten wir weitere Erkenntnisse 
iiber die Anderungen vor allem im Nucleinsiurestoffwechsel der gescha- 
digten Lebern zu gewinnen. Wir untersuchten deshalb den DNS- und 
RNS-Gehalt der Lebern an einem gréBeren Tiermaterial, das 60 Tage 
mit der gleichen leberschadigenden Diit wie friiher ernihrt worden war. 


Ferner untersuchten wir den Einfluf eines Praiparates, das durch 
‘Trocknung von Rinderleber, die zusammen mit lebender Hefe autolysiert 
worden war!8, sowohl auf die Fettablagerung wie auch auf Verainderun- 
gen im DNS- und RNS-Gehalt des Lebergewebes von Tieren unter der 
schidigenden Diat. Da sich dieses Priparat, wie auch ein daraus her- 
gestellter Wasser-Methanol-Extrakt gegeniiber der Verfettung als 
aiuBerst wirksam erwies, wurde versucht, durch weitere - fraktionierte 
Extraktion mit Methanol verschiedener Konzentrationen die wirksamen 


13 R. C. Neale u. H. C. Winter, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 62, 127 
[1938]. 

4 G. Stille u. H. P. Wachter, Z. ges. exp. Med. 122, 199 [1953]. 

145 H. Popper, D. Koch-Weser u. P. B.Szanto, Proc. Soc. exp. Biol. 
Med. 71, 688 [1949]. 

16 PD. Koch-Weser, P. B. Szanto, E. Farber u. H. Popper, J. lab. chem. 
Med. 86, 694 [1950]. 

17 A. Hock, G. Huber, A. Pilar von Pilchau u. J. v. Sandersleben, 
Arch. Tierernahr., Beih. H. 4, 256 [1954]. 

18 A. Hock, Dtsch. Bundes-Pat. 820788, KI. 30h, Gr. 2, erteilt am 10. 1. 52; 
rye Bundes-Pat. (Zus.) 825150 K1. 30h Gr. 2, erteilt am 17. 12. 51; Chem. Zbl. 
1952, 6099. 
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Substanzen anzureichern; die einzelnen Fraktionen wurden analog dem 
Ausgangsextrakt im Tierversuch gepriift. 


Methodik 


Wie friiher’”’ verwendeten wir die von Hall und Drill® empfohlene Diat 
folgender Zusammensetzung: Casein (entfettet) 16,0%; Schweinefett* 51,0%; 
Maisstarke 30,0% ; Salzgemisch nach Osborne und Mendel: 3,0%. Ferner er- 
hielten die Tiere pro kg Futter die folgenden Zulagen an Vitaminen: 

Thiamin: 2 mg; Riboflavin: 25 mg; Pyridoxin 2mg; Ca-Pantothenat: 10 mg; 
Nicotinsiureamid: 25mg; p-Aminobenzoeséure: 25mg; Inosit: 25 mg; 
Biotin: 0,2 mg; Vitamin A: 500 I. E.; Vitamin D: 500 I. E. 

Uber weitere Einzelheiten vgl. 1. c.1”. 


Die Tierversuche wurden im wesentlichen ebenfalls wie frither!” angeordnet. 
Fiir alle Versuchsgruppen dienten zu gleichen Teilen mannliche und weibliche 
Ratten aus einer einheitlichen Zucht (Wistar); die Tiere aller Gruppen wurden mit 
einem durchschnittlichen Anfangsgewicht von 130—140g in den Versuch ge- 
nommen und erhielten das Versuchsfutter sowie Trinkwasser ad libitum. Unter- 
schiede im Verzehr waren nicht festzustellen. Bis zum Versuchsbeginn erbielten 
alle Tiere unsere normale Stalldiat (siehe unten). 


Versuchsreihen 


Xs wurden 12 Reihen von Fiitterungsversuchen iiber 60 Tage durchgefiihrt. 
Bei verschiedenen Versuchsreihen waren nicht alle Tiere gleichzeitig im Versuch, 
sondern in einzelnen Gruppen von 10—20 Tieren zu verschiedenen Zeiten. 

Versuchsreihe N: Die Tiere dieser Gruppe erhielten unsere normale Stall- 
diét. Es handelt sich dabei um ein nach Angaben von Bahner’® industriell** 
hergestelltes Futter fiir Versuchsratten, von dessen optimaler Eignung wir uns 
seit langem iiberzeugen konnten. Die Tiere erhielten diese Diaét vom Tage des 
Absetzens an; sie wurden nach Erreichen eines Endgewichtes von etwa 150g 
getétet. Zur Untersuchung kamen insgesamt 64 Tiere in 4 Einzelgruppen von 
10— 26 Tieren. 

Versuchsreihe F 0: Bei dieser Fiitterungsreihe wurde die leber-verfettende 
und -schidigende Diat (siehe oben) 60 Tage lang an 5 Gruppen von Ratten ver- 
abreicht. Insgesamt waren 59 Tiere im Versuch. 

Die Tiere der Versuchsreihen F1—F10 erhielten die gleiche Diat wie Reihe FO 
ebenfalls 60 Tage lang. Die Tiere der Versuchsreihen F1—F6 erhielten Zulagen 
eines Hefe-Leber-Autolysates bzw. von Fraktionen aus diesem Autolysat. Im 
einzelnen wurde wie folgt verfahren: 

Versuchsreihe F1 (20 Tiere): Die Tiere erhielten taglich wechselnd intra- 
peritoneal (i. p.) und per os eine Zulage von 27,5 mg/100g Tier der waBrigen 
Lésung (0,5 ml) eines gemeinsamen Autolysates von gleichen Teilen (Trocken- 
substanz) Leber und Hefe (L. H. A.)?8. 

Versuchsreihe F2 (38 Tiere): Die Tiere erhielten taglich wechselnd i. p. 
und per os 30,3 mg (in 0,5 ml Wasser) pro 100 g Tier einer Fraktion aus L. H. A.. 
die durch erschépfende Extraktion mit 60 Vol.-proz. Methanol gewonnen war’. 
Mikrobiologische Bestimmungen*** des Extraktes ergaben in der Tagesdosis fol- 
gende Wirkstoffmengen: Methionin 343 y, Cystin 1000 y, Cholin 58 y, Vitamin B,, 
0,08 y, Folséure 1,7 y. 


19 F. Bahner, Réntgen- und Laboratoriumspraxis 6, 220 [1953]. 
* frei von Tokopherol durch Behandlung mit Eisen(III)-chlorid. 
** Latz, Euskirchen. 
*** Durchgefiihrt durch Dr. V. Kocher, Mikrobiolog. Laboratorium, Basel, 
Schweiz. 
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Versuchsreihe F3 (16 Tiere): Diese Tiere erhielten die gleiche Zulage wie 
bei F2 in analoger Weise, jedoch die doppelte Tagesdosis (60,6 mg). 

Versuchsreihe F4 (16 Tiere): In dieser Versuchsreihe erhielten die Tiere 
taglich wechselnd i. p. und per os den in absol. Methanol |éslichen Anteil aus 30,3 mg 
der Zulage von Versuchsreihe F2 (18,0 mg). In dieser Tagesdosis. wurden durch 
mikrobiologische Bestimmungen folgende Wirkstoffmengen ermittelt: 

Methionin: 172-y, Cystin: 129 y, Cholin: 56 y, Vitamin B,,: 0,02 y, Folsaure: 
Spuren. 
Versuchsreihe F5 (17 Tiere): Die taglich wechselnde Zulage (i. p. und 
per os) dieser Tiere enthielt den in 80 Vol.-proz. Methanol léslichen Anteil aus der 
Tageszulage der Tiere von F'4. In dieser Fraktion waren Cystin, Cholin, Vitamin B,, 
und Folsiure nicht mehr nachweisbar. Der Methioningehalt betrug 110 y. 

Versuchsreihe F6 (17 Tiere): Der bei der Gewinnung der Zulage fiir 
Versuchsreihe F5 verbleibende Riickstand wurde als Zulage fiir die Tiere dieser 
Versuchsreihe verwendet. Die Tiere erhielten taglich wechselnd i. p. und per os 
diejenige Menge des Riickstandes, die der Tagesdosis von F 5 entsprach. 

Versuchsreihe F7 (13 Tiere): Die Tiere dieser Versuchsreihe erhielten 
taiglich wechselnd i. p. und per os folgende Zulagen: 

Methionin: 1370 y, Cholin: 685 y, Vitamin B,,: 0,1 y, Folsaiure: 1,7 y. 

Versuchsreihe F8 (18 Tiere): Um die Herkunft des oder der lipotrop 
wirksamen Faktoren weiter zu praz sieren, erhielten die Tiere dieser Gruppe ein 
Autolysat aus reiner Hefe, das ahnlich dem fiir die Reihe F1 verwendeten L. H. A. 
gewonnen worden war. Hiervon erhielten die Tiere in analoger Weise als Zulage 
26 mg pro 100 g Tier. 

Versuchsreihe F9 (17 Tiere): Die Tiere dieser Versuchsreihe erhielten 
taglich i. p. bzw. per os 8,6 mg pro 100 g Tier einer handelsiiblichen Ribonuclein- 
siure. Die Zulage erfolgte auf Grund der Uberlegung, daB eine derartige Nuclein- 
siure nach Verdauung und Resorption zu Purinen fiihren kénnte, die nach Be- 
funden von Neale und Winter sowie von Stille und Wachter lipotrop und 
leberschiitzend wirken sollen. 

Versuchsreihe F10 (29 Tiere) diente zu Vergleichszwecken. Die Tiere 
dieser Reihe erhielten einen handelsiiblichen Leberextrakt, wie er fiir die Behand- 
lung von Leberschaden verwendet wird. Die tigliche Dosierung erfolgte in gewichts- 
maBiger Analogie, jedoch in 10facher Uberdosierung zu der beim Menschen 
iiblichen Dosis. 


Chemische Untersuchung der Lebern 


Nach Toten der Tiere durch Nackenschlag wurde die Leber sofort eingefroren 
und anschlieBend analysiert. Die Bestimmung von Gesamtnucleinsiure (GNS) 
Desoxyribonucleinsaure (DNS) und Ribonucleinsiure (RNS) erfolgte in Anlehnung 
an die von Schneider?® empfohlene Modifizierung der Methode. von Schmidt- 
Thannhauser”!, 

Etwa 2 g des eingefrorenen Lebergewebes wurden mit 10 ml 5-proz. Trichlor- 
essigsiure homogenisiert; zur Entfernung der in Trichloressigsdure léslichen 
Bestandteile wurde der unlésliche Riickstand mehrmals auf der Zentrifuge mit 
5-proz. Trichloressigsiure ausgewaschen. AnschlieBend wurden die Lipide aus dem 
Riickstand durch Extraktion mit Alkohol und schlieBlich mit Alkohol-Ather 
entfernt. 

Der so gereinigte und getrocknete Riickstand wurde in 20 ml 1-n.KOH bei 
37° (innerhalb von 16 Stdn.) gelést. Von einem aliquoten Teil dieser Lésung wurde 
der Gesamt-Phosphorgehalt nach Fiske und Subbarow” unter Beriicksichtigung 


20 W. C. Schneider, J. biol. Chemistry 166, 747 [1946]. 
21 G. Schmidt u. S.J. Thannhauser, J. biol. Chemistry 161, 83 [1945]. 
22 ©. H. Fiske u. Y. Subbarow, J. biol. Chemistry 66, 375 [1925]. 
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der Arbeiten’ von Woods und Mellon®* bestimmt. (GNS-P verunreinigt mit 
geringen Mengen von Phosphorproteiden?°.) 

10 ml der KOH-Lésung wurden mit 2 ml 6-n. HCl und 10 ml 5-proz. Trichlor- 
essigsdure versetzt und die entstandene Fallung durch Zentrifugieren abgetrennt. 

Die aus DNS und Phosphorproteiden bestehende Fallung wurde mit 6-proz. 
Perchlorsiure 15 Min. bei 90° behandelt. Dann wurde zentrifugiert und der Riick- 
stand noch mit kalter 6-proz. Perchlorsiure gewaschen; die Perchlorséureextrakte 
wurden vereinigt und auf Volumen aufgefiillt. In dieser Lésung wurde die DNS nach 
Dische** bestimmt (berechnet als DNS-P). In der nach Entfernung der DNS 
und der Phosphorproteide verbleibenden Lisung wurde der P-Gehalt bestimmt 
(RNS-P). 

Durch die Tatsache, daB die Summe von DNS-P und RNS-P angenihert 
unseren getrennt ermittelten GNS-P entsprechen muBte, hatten wir jeweils eine 
Kontrolle unserer Befunde. 

Die Gesamtlipoide wurden in iiblicher Weise durch Chloroform-Extraktion 
des mit wasserfreien Na,SO, zerriebenen Gewebes bestimmt. 


Besprechung der Ergebnisse 


Die histologischen Bilder der durch unsere Versuchsanordnung er- 
zeugten Leberschiden waren die gleichen wie in der vorausgegangenen 
Mitteilung’’, héchstens erzielten wir teilweise noch stirkere Ver- 
fettungen*. 

Die Ergebnisse der chemischen Untersuchungen des Lebergewebes 
der Tiere sind den Abbildungen 1 und 2 sowie der Tab. 1 zu entnehmen. 
Abb. 1 gibt den durchschnittlichen Lipidgehalt der Lebertrockensub- 
stanz fiir die einzelnen Versuchsreihen und Abb. 2 fiir die gleichen 
Reihen den Gehalt an DNS bzw. RNS, bezogen auf die lipidfreie Leber- 
trockensubstanz. Die lipidfreie Trockensubstanz eines Gewebes stellt 
etwa 90—95% der gesamten wasserfreien Bestandteile (der Rest sind 
Lipide, die mit dem interzelluliren Fett entfernt wurden) der Zellen und 
der Interzellularriume dar; eine Anderung im Verhiltnis von DNS oder 
RNS zur lipidfreien Trockensubstanz (im wesentlichen EiweiB) bedeutet 
auf jeden Fall eine Anderung in der chemischen Zusammensetzung des 
Gesamtgewebes und ist damit der Ausdruck einer biologisch bedingten 
Gewebsreaktion. Sind DNS und RNS in der lipidfreien Trockensubstanz 
gegeniiber der Norm gleichmaBig vermehrt, so kann dies grundsiitzlich 
durch Zu- oder Abnahme jedes in der lipidfreien Trockensubstanz vor- 
kommenden Bestandteiles verursacht sein, hat sich der Anteil der beiden 
Nucleinsauren in der lipidfreien Trockensubstanz jedoch unterschiedlich 
geandert, so muB es sich mindestens bei einer von ihnen um eine eigene 
Zu- oder Abnahme handeln. 

Was die Leberverfettung anbelangt, so bestiitigt vor allem der in 
Abb. 1 wiedergegebene mittlere Fettgehalt der Lebern von Versuchs- 
reihe FO mit 60,8% der Lebertrockensubstanz die Ergebnisse der vor- 





°3 J.T. Woods u. M. G. Mellon, Ind. Engng. Chem. analyt. Edit. 18, 760 
[1941]. 

*4 Z. Dische, Mikrochemie 8, 4 [1930]. 

* Fiir die freundliche Beratung bei der histologischen Auswertung danken 
wr Herrn Dr. von Sandersleben, GieBen, verbindlichst. 
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ausgehenden Mitteilung’’ beziiglich der stark leberverfettenden Wir- 
kungen unserer Versuchsdiit. Dieser Wert ist das Mittel der Einzel- 
ergebnisse von 76 Tieren, die in 5 Gruppen von 10—20 Tieren innerhalb 
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Abb. 1. Durchschnittl. Lipidgehalt der Lebern der Versuchsreihen in % 


der Lebertrockensubstanz. 
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Abb. 2. Durchschnittl. DNS-P und RNS-P-Gehalt der Lebern der Versuchsreihen 
in mg% der lipidfreien Lebertrockensubstanz: DNS-P [=]; RNS-P [—]. 


eines Zeitraumes von 14 Monaten im Versuch waren. Die in Tab. 1 mit- 
geteilten Mittelwerte der Einzelgruppen zeigen Schwankungen im Aus- 
mae der Verfettung, die wohl nicht nur als biologische Streuung ge- 
deutet werden kénnen. Unser Tiermaterial ist zwar weitgehend einheit- 
lich, es wurde von uns aus einem Paar reiner Wistarratten geziichtet. 
trotzdem halten wir Schwankungen in der Reaktionsbereitschaft unseres 














1en 











Bd. 304 (1956) Chemische Verainderungen des Lebergewebes 17 





Tiermaterials fiir méglich. Hierfiir kénnen, wie vor allem Naftalin®® 
zeigte, geringe Altersunterschiede und Umwelteinfliisse (z. B. die Tem- 
peratur) verantwortlich sein. 


Tab. 1. Gesamtmittelwerte und Mittelwerte von Einzelgruppen der Versuchsreihen 
N, F0, F1—F3. Tierzahlen: ( ). 























ae . DNS-P-Gehalt in mg% | RNS-P-Gehalt in mg%, 
v Lipidgeh. in /% d. Tra. d. lipidfreien Trs. . d. lipidfreien Trs. 
ers.- 
Reihe Mittelwert | Mittelwert Mittelwert 
es | d.Binzel- | G28 | d.Einzel- | \9°8 | d. Kinzel- 
gruppen | gruppen gruppen 
N 16,8 16,0 (10) 104 92 (8) 424 398 = (8) 
(64) 15,8 (18) (45) 127 (15) (56) 389 (26) 
18,8 (17) 93 (22) 476 (22) 
16,3 (19) 
FO 60.8 | 52,5 (10) 74 79 (9) 410 379 (9) 
(76) 58,7 (14) (47) 63 (13) (56) 438 (13) 
64,5 (16) 69 (16) 376 (16) 
65,6 (17) 87 (18) 436 (18) 
58,9 (19) 
Fl 36,8 — _ _ - — — _ 
(20) 
F2 28,8 24,5 (19) 67 66 (19) 481 517 (19) 
(38) | 33,1 (19) | (30) 70 (11) (30) | 418 (11) 
F3 22,5 22,5 (16) 63 63 (16) 512 512 (16) 
(16) (16) (16) 




















Die statistische Sicherung erfolgte wie in der vorausgegangenen Mitteilung*’ 
nach §. Koller?*; die fett gedruckten Gesamtmittelwerte sind von den Werten 
der Gruppe N signifikant verschieden. 


Eine deutliche lipotrope Wirkung ergaben, wie Abb. 1 weiter zeigt, 
die Zulagen bei den Versuchsreihen F 1, F 2 und F 3; die mittleren Fett- 
werte der Lebern, bez. auf die Leber-Trockensubstanz, lagen bei 36,8%, 
28,8% bzw. 22,5%. (gegeniiber F 0 mit 60,8%). Die Ergebnisse be- 
weisen, daB das bei F 1 zusitzlich verabreichte Hefe-Leber-Autolysat 
einen oder mehrere lipotrope Substanzen enthalt. Weiterhin wird durch 
die Versuchsreihen F 2 und F 3 bewiesen, daB diese lipotropen Faktoren 
in 60-proz. Methanol léslich sind und dabei offensichtlich angereichert 
werden. Eine tigliche Verabreichung einer wifrigen Lésung von 60mg 
dieses Extraktes ist in der Lage, die Leberverfettung fast véllig aufzu- 
halten (22,5% Lipidgehalt in der Lebertrockensubstanz gegeniiber im 
Mittel 16,8% bei normal ernahrten Tieren [Versuchsreihe N]). Da die 


25 J.M. Naftalin, Lancet 1952 II 1013; Ann. N.Y. Acad. Sci. 57, 869 
[1954]; J. Pathol. Bacteriol. 67, 335 [1954]. 
26 §. Koller, Graphische Tafeln zur Beurteilung statistischer Zahlen; Verlag 
Steinkopff, 3. Aufl. 1953, S. 40—43. 
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analoge Zulage zur Nahrung der Versuchsreihe F 8 in Form eines reinen 
Hefe-Autolysates keine lipotrope Wirkung zeigt (mittlerer Fettgehalt 
der Lebertrockensubstanz 58,3%%), diirfte sicher sein, daB die lipotropen 
Substanzen aus Rinderleber stammten. Da ferner weder eine der weiteren 
Alkohol-Fraktionen aus dem fiir F 2 und F 3 verwendeten Extrakt noch 
der verbleibende Riickstand irgendeine lipotrope Wirkung aufwiesen 
(Versuchsreihen F 4, 5 und 6), kann man wohl annehmen, daB wir es 
bei der Wirkung des H. L. A. wie auch des daraus gewonnenen 70-proz. 
Methanolextraktes mit einem gemeinsamen Effekt mehrerer Faktoren 
zu tun haben. Dabei diirfte es sich nicht oder wenigstens nicht haupt- 
sichlich um eine kombinierte Wirkung von Methionin, Cholin, Vitamin 
B,. und Folsiure handeln, denn diese Substanzen ergaben bei einer Ver- 
abreichung in Mengen, die ihrem Gehalt in der Tagesdosis der Zulage von 
F 2 entsprachen, keine signifikante lipotrope Wirkung (F 7). Unsere Er- 
gebnisse decken sich zum Teil mit Befunden von McCormick und 
Drill?®, die bei Untersuchung eines Leberextraktes ébenfalls feststellten, 
daB seine Schutzwirkung gegeniiber einer diiitbedingten Leberverfettung 
héchstens teilweise auf seinen Gehalt an Vitamin B,,, Cholin, Folsiure 
und Inosit zuriickzufiihren war. Unter Umstinden kamen hierfiir Spalt- 
produkte des Nucleinsiurestoffwechsels in Frage, worauf ja schon ein- 
gangs hingewiesen wurde. Hierfiir spricht wohl auch der Befund von 
Versuchsreihe F 9, in der gezeigt werden konnte, daB eine Verabrei- 
chung von Nucleinsaure einen, wenn auch nicht signifikanten, immerhin 
aber angedeuteten lipotropen Effekt hat (mittl. Lipoidgehalt der Leber- 
trockensubstanz: 43,3%). 

Kaum einen lipotropen Effekt zeigte dagegen der fiir Versuchsreihe 
F 10 verwendete und bei der therapeutischen Behandlung speziell von 
Leber-Cirrhosen bewahrte Handelsleberextrakt. 

Die in Abb. 2 wiedergegebenen mittleren DNS-Gehalte der Lebern 

(bez. auf die lipidfreie Trockensubstanz) eines Teils der Versuchsreihen 
zeigen signifikante Unterschiede nur zwischen den normal (Stall-Diat) 
ernihrten Tieren der Reihe N einerseits und allen iibrigen untersuchten 
Gruppen andererseits. Die DNS-Werte der Tiere unter der leberschadi- 
genden Diat liegen stets um 20—30% niedriger als die der Tiere unter 
Normalkost. Wie Tab. 1 zeigt, sind die Unterschiede speziell zwischen 
den Mittelwerten der Versuchsreihen F 0, F 2 und F 3 einerseits und N 
andererseits signifikant, obwohl unter den zu verschiedenen Zeiten 
durchgefiihrten Gruppen dieser Reihen (ahnlich wie bei den Fettwerten) 
teilweise relativ groBe aus der Versuchsanordnung zunichst nicht zu 
erklarende Unterschiede festgestellt werden konnten. Es gilt hier beziig- 
lich méglicher Ursachen wohl das gleiche wie bei den Fettwerten. 
- Im Gegensatz zu dem Absinken der DNS-Werte zeigt der RNS- 
Gehalt des lipidfreien Lebergewebes unter der leberschadigenden Diat 
gegeniiber einer Normalernihrung der Reihe N in keinem Falle eine 
Abnahme; bei den Reihen F 2 und F 3 sogar eine Zunahme, die bei 
ersterer fast und bei letzterer sicher signifikant ist (siehe Tab. 1). 
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Das gegensiitzliche Verhalten der beiden Nucleinsiure-Typen be- 
weist, wie oben schon erlautert wurde, mit Sicherheit eine pathologische 
Anderung in der Zusammensetzung der Leberzellen, die zum mindesten 
durch eine der beiden Substanzgruppen verursacht sein mu8. Da es nun 
weiterhin kaum wahrscheinlich ist, daB die als Bezugssystem verwendete 
lipidfreie Trockensubstanz der Lebern, das heiBt also im wesentlichen 
das Eiweif, einseitig zugenommen hat (wie Tab. 2 zeigt, blieb auch der 
Anteil der lipidfreien Trockensubstanz am Gesamtgewicht der Tiere 
zwischen den Versuchsreihen konstant), mu8 man wohl eine echte Ver- 
minderung der DNS annehmen*; die RNS dagegen scheint unbeein- 
fluBt geblieben zu sein. 


Tab. 2. Mittlere lipidfreie Leber-Trockensubstanz in mg®,, bezogen auf das 








Endgewicht der Tiere. 
Versuchs- : lipidfreie 
reihe Tierzahl Trockensubst. 
N 64 950 
FO 59 1012 
F2 30 1006 
F3 16 948 





Mit der von uns angewandten Methode liBt sich aber nicht ent- 
scheiden, ob die DNS-Verminderung im Lebergewebe durch eine Ver- 
minderung der Kernzahl oder durch eine Schrumpfung der Kerne zu 
deuten ist. 

Interessant ist nun ferner, daB keine der von uns verwendeten Zu- 
lagen, auch nicht die lipotrop hoch wirksamen Leberextrakte diese 
zweifellos pathologischen Veranderungen verhindern konnte. 

Das Aufrechterhalten eines normalen RNS-Gehaltes unter der 
leberschidigenden Versuchsdiit diirfte u.E. als Abwehrreaktion zu 
deuten sein, zumal die RNS-Werte bei den Reihen F 2 und F 3, d. h. 
also unter dem stark lipotropem Einflu8 des Hefe-Leber-Extraktes, noch 
iiber die Norm ansteigen. Man kénnte daran denken, daB hier eine ge- 
steigerte EiweiBsynthese, fiir die ja die Ribonucleinsiiuren notwendig 
sind, einsetzt. 


Zusammenfassung 


1. An Ratten wurde eine leberschadigende, fettreiche Diit, die 
wenig lipotrope Substanzen enthielt, verfiittert. Nach 60 Tagen wurden 
in den Lebern der Versuchstiere Lipide, DNS und RNS bestimmt. 

2. Die Lebern zeigten starke Verfettung (60,8%) und erniedrigte 
DNS bei unverinderter RNS. : 

3. Zulage eines gemeinsamen Autolysates von Hefe und Leber bzw. 
eines Wasser-Alkohol-Extraktes aus diesem verhiitete die Verfettung 


* Diese SchluBfolgerung veranlaBte uns iibrigens auch zu der Wahl der 
lipidfreien Trockensubstanz als Bezugssystem an Stelle der sonst iiblichen DNS. 
D* 
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bei entsprechender Dosierung véllig; weitere mit Methanol erhaltene 
Unterfraktionen waren unwirksam. Keinen lipotropen Effekt zeigte 
ferner ein Hefe-Autolysat, eine nur schwache Wirkung Ribonuclein- 
siure. 

4. Die lipotrope Wirkung des Autolysates ist nicht auf die im Ex- 
trakt enthaltenen Mengen an Folsiure, Vitamin B,,, Cholin, Methionin 
und Cystin zuriickzufiihren. 

5. Keine der untersuchten Zulagen hatte einen Einflu8 auf den er- 
niedrigten DNS-Gehalt der Lebern. Dagegen wurde der RNS-Gehalt 
durch die lipotrop wirkenden Extrakte erhéht, in allen anderen Fallen 
jedoch nicht verandert. 


Summary 


1. Rats were fed with a liver-injurious diet rich in fats and con- 
taining few lipotropic substances. After 60 days lipids, DNA an RNA 
were determined in the livers of the experimental animals. 

2. The livers showed marked fatty degeneration, to the extent of 
60.8 per cent. The DNA content was depressed while the RNA content 
remained unchanged. 

3. The addition of suitable amounts of a mixed autolysate of yeast 
and liver or a water-alcohol extract of this autolysate completely pre- 
vented the fatty degeneration. Additional sub-fractions obtained with 
methanol were inactive. No lipotropic effect was shown by a yeast 
autolysate, only a weak effect by ribonucleic acid. 

4. The lipotropic effect of the autolysate cannot be attributed to 
the folic acid, vitamin B,,, choline, methionine and cystine contained 
in the extract. 

5. None of the supplements investigated had any effect on the 
depressed DNA content of the livers. The RNA content, on the other 
hand, was increased by the lipotropic extracts but was unchanged in all 
other cases. 
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Polychrome Sichtbarmachung von Aminosduren 
auf Papierchromatogrammen und -elektropherogrammen 
Von 
Jean Barrollier, Johanna Heilman und Eugen Watzke 


Aus dem Hauptlaboratorium der Schering A.G., Berlin- West 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Dezember 1955) 


Bei der qualitativen Papierchromatographie der Aminosiuren 
macht bisweilen die rasche, eindeutige Zuordnung der Zonen oder 
Flecken einige Schwierigkeiten. Eine strenge Konstanz der Ry-Werte ist 
experimentell nur schwer zu verwirklichen, weshalb bereits Dent! dem 
Muster“ der Chromatogramme eine héhere Bedeutung zumiBt als den 
reinen Ry-Werten. Diese Beobachtung wurde in spiteren Arbeiten von 
zahlreichen Untersuchern immer wieder bestatigt und auf ihre Ursache 
hin, wie Temperatur, Papiersorte usw., eingehend untersucht. 


Mit speziellen Reagenzien lassen sich bestimmte Aminoséuren sichtbar 
machen und auf Chromatogrammen lokalisieren. Fiir Arginin bewahrte sich die 
Sakaguchi-Reaktion?; neben Arginin (rot) werden auch Histidin (gelb) und Tryto- 
phan (braun) sichtbar. Tryptophan kann auch durch p-Dimethylaminobenzaldehyd- 
Salzsiure® angefarbt werden (violett), wobei zugleich Citrullin mit gelber Farbe 
sichtbar wird. Fiir Tyrosin bewahrt sich die Bildung eines roten Farbstoffes mit 
«-Nitroso-f-naphthol und Salpetersiure?:*, Weniger gut ist die Farbentwicklung 
mit o-Phthaldialdehyd'®, durch welche Glykokoll angezeigt wird (griin) ; die Reaktion 
ist fiir den papierchromatographischen Nachweis zu unempfindlich. Besser ist 
die Empfindlichkeit fiir das ebenfalls sichtbar werdende Histidin (blaugriin); 
Tryptophan gibt bei hohen Konzentrationen eine graue Farbe. Histidin wird neben 
Tyrosin mit diazotierter Sulfanilsiure sichtbar!}* oder besser mit diazotiertem 
Bromanilin’. Fiir Cystin und Cystein wird die Farbreaktion mit p-Aminodimethyl- 
anilin + Ferricyankalium empfohlen®, ferner die Reaktion mit Phosphorwolfram- 
siure und Salpetersiure. Serin und Threonin geben nach Desaminierung mit 
alkalischem Natriumhypochlorit mit 1.2-Dinitrobenzol eine violette Farbe®, usw. 


Wir fanden zwei Fiarbemethoden, die gleichzeitig alle Amino- 
siuren, Peptide, biogenen Amine, Glucosamin usw. anzeigen. Dabei 


1C.E. Dent, Biochem. J. 48, 169 [1948]. 

2 R. Acher u. C. Crocker, Biochim. biophysica Acta 9, 704 [1952]. 

3 R. J. Block, Paper Chromatography, Acad. Press, Int. Publ., New York, 
1952, S. 65; J. Tabone, D. Robert u. J. Troestler, Bull. Soc. Chim. biol. 30, 
547 [1948]. 

“ 0. Gerngross, K. Voss u. H. Herfeld, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 435 
[1933]. 

5 A.R. Patton u. E.M. Foreman, Science [New York] 109, 339 [1949]. 

° H. Frank u. H. Petersen, diese Z. 299, 1 [1955]. 

7 F. Turba, Chromatographische Methoden in der Proteinchemie, Springer- 
Verlag 1954, S. 89. 

8 H. Toyada, J. Bull. chem. Soc. (Japan) 9, 263 [1954]. 
® W. R. Fearon u. W. A. Boggust, Analyst 79, 101 [1954]. 
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hangen die erzielte Farbténung und Farbtiefe nicht nur von der Art, 
sondern auch der Menge der vorliegenden Substanz ab. 


Grassmann und v. Arnim?!® haben im Isatin ein empfindliches Reagens 
zur quantitativen Bestimmung von Prolin gefunden. Spiter wurde es auch zum 
Sichtbarmachen von Prolin und Oxyprolin auf Papierchromatogrammen heran- 
gezogen™, Smith™ fand, daB auBer Prolin und Oxyprolin auch andere Amino- 
sduren mit Isatin sichtbar werden, wobei meist rosa Farbténe erhalten werden; 
lediglich bei Cystin, Tyrosin, Asparaginsaure und bisweilen auch bei Glutaminsaure 
wurden blaue Farbténe beobachtet. Saifer und Oreskes’ sahen bei Anwendung 
einer essigsauren Isatinlésung in Aceton meist blaue Téne. Als Empfindlichkeit 
werden 1—5 y Aminosaure/cm* Papierflache angegeben. Nicht sichtbar wurden 
Glykokoll, Serin, Alanin, Threonin, Leucin, Isoleucin, Glutamin und Asparagin 
bei 10 y Aminosiure/em? Papier. Sowohl Smith wie auch Saifer und Oreskes 
entwickelten die Farben bei 100—105°. 

Die Farbreaktion wird durch Zusatz von Zinkacetat zum Isatin er- 
heblich verbessert. Man kann das neue Reagens entweder essigsauer oder 


pyridinalkalisch ansetzen. 


a) 1g Isatin b) 1g Isatin 
1,5 g Zinkacetat 1,5 g Zinkacetat 
l ccm Pyridin lccm Eisessig 
100 ccm Isopropylalkohol 95 ccm Isopropylalkohol 


5 ccm Wasser 

Um das Isatifi und Zinkacetat zu lésen, empfiehlt es sich, auf dem Wasserbad 
auf 70—80° zu erwairmen. Die Lésung wird dann unter flieBendem Wasser rasch 
abgekihlt. 

Durch den Pyridin- bzw. Essigsiurezusatz wird die Léslichkeit 
des Zinkacetates im Isopropylalkohol verbessert, auBerdem erhalt man 
Unterschiede in den entstehenden Farbungen, je nachdem ob Pyridin 
oder Eisessig zugesetzt wurde. 

Mit diesem Reagens geben die Aminosiuren in Wasser praktisch 
kaum lésliche Farbstoffe, so da nach der Farbentwicklung der Rea- 
gensiiberschuB ausgewassert werden kann; man erhalt dann die Farb- 
flecken auf nahezu weifem Untergrund. 

Das Reagens ist bei kiihler Aufbewahrung haltbar. Bei altem Rea- 
gens 1aBt sich allerdings der Isatiniiberschu8 nicht mehr vdllig aus- 
waschen, so daB der Papieruntergrund einen gelblichen Farbton behilt. 
Man sollte daher méglichst frisch hergestelltes Reagens verwenden. 

Das durch das Reagens gezogene Chromatogramm wird 30 Min. 
auf 80—85° erhitzt; dabei entwickeln alle Aminosiuren Farben (rot. 
violett, blau). Zur Beseitigung des Isatiniiberschusses wird kurz ge- 
wassert. 

Ein besonders reiches Farbenspiel gibt das pyridinhaltige Reagens: 
bei dem essigsauren Reagens ist die Mannigfaltigkeit der Farben etwas 
geringer, dafiir fallen aber die Farbungen kriiftiger aus. Mit dem pyridin- 


10 W.Grassmann u. K.v. Arnim, Liebigs Ann. Chem. 519, 192 [1935]. 

1 R. Acher, C.Fromageot u. M.Jutisz, Biochim. biophysica Acta 5, 
81 [1950]. 

122 J. Smith, Nature [London] 171, 43 [1953]. 

A. Saifer u. J. Oreskes, Science [New York] 119, 124 [1954]. 
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haltigen Reagens werden 10-7 Mol Aminosiure/cm?, mit dem essig- 
sauren hingegen noch 3-10-8 Mol/cm? sichtbar. Das essigsaure Reagens 
erzeugt Farbungen von guter Haltbarkeit, wihrend sie beim pyridin- 
haltigen Reagens zum Verblassen neigen. 

Eine besonders groBe Mannigfaltigkeit der Farben wird jedoch er- 
reicht, wenn man die Farben auf dem reagensgetrinkten Chromato- 
gramm sich bei Zimmertemperatur entwickeln 148+. Man laBt zweck- 
maBig etwa 20 Stdn. bei Zimmertemperatur hingen und wassert dann 
aus. 

Durch leichtes Impragnieren der gefarbten Chromatogramme mit verdiinntem 
Herbopanlack wird die Brillianz der ; oma erhéht und zugleich ihre Haltbarkeit 
verbessert, ohne das Papier transparent zu machen. Die zum Durchsichtigmachen 
von Chromatogrammen geeignete Herbopanlackmischung™ wird mit dem gleichen 
Volumen Chloroform verdiinnt. Die Chromatogramme werden durch diese Lésung 
gezogen und gut abtropfen gelassen. Der diinne Lackiiberzug trocknet sehr rasch. 

Abb. 1 zeigt die erhaltenen Farben. Man sieht, da8 sie nicht nur bei 
einzelnen Substanzen verschieden sind, sondern daB&B unterschiedliche 
Mengen/cm? Papier auBer der verschiedenen Farbtiefe meist unter- 
schiedliche Farbténe liefern. Da der Farbendruck den Reichtum der 
Farbnuancen nur unvollkommen wiedergibt, wird empfohlen, sich die 
entsprechenden Farbtafeln in analoger Weise selbst herzustellen und sie 
fiir die Auswertungen als Standard zu benutzen. 

Beim Anfertigen der Testfleckentafeln braucht die jeweils aufzu- 
tragende Fliissigkeitsmenge nicht dosiert zu werden, da vom Papier pro 
em? stets das gleiche Fliissigkeitsvolumen aufgesaugt wird. Man trigt 
Lésungen geeigneter Konzentrationen mittels Kapillaren auf. Die pro 
em? aufgesaugte Lésungsmenge ist natiirlich von der Papiersorte ab- 
hingig und es diirfen nur Testflecke und.Chromatogramme auf der 
gleichen Papiersorte miteinander verglichen werden. Das Papier von 
Schleicher & Schill, Nr. 2045, nimmt z. B. 8 mm*/cm? auf. 

Die zweite Farbemethode geht von der Reaktion aus, die Miiting?® 
fir Aminosaiuren angegeben hat. Er spriiht auf die Chromatogramme 
eine sodaalkalische Lésung von 1.2-naphthochinon-4-sulfonsaurem Na 
(Folins Reagens) und erhilt hierbei bereits eine Sichtbarmachung der 
Aminosiéuren mit Farbunterschieden. Prolin und Oxyprolin werden rot, 
die iibrigen Aminosiuren geben blaue, graue bis violette Téne. Giri 
und Nagabhushanan!* haben die Methode verbessert, indem sie die 
mit dem Reagens in der Hitze erzeugten, nur wenig differenzierten 
Farben durch Baden in KOH-haltigem Alkohol zu stirker differen- 
zierten Farben entwickeln. 


Auch hier wieder verbessert Zinkacetat-Zusatz zum schwach alka- 
lisch gehaltenen Reagens die Ausfirbung erheblich. 


4 J. Barrollier, Naturwissenschaften 42, 126 [1955]. 
15 D. Miiting, Naturwissenschaften 39, 303 [1952]. 
16 K. V. Giri u. A. Nagabhushanan, Naturwissenschaften 39, 548 [1952]. 
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Ein geeignetes Reagens setzt sich folgendermafen zusammen: 


0,125 g 1.2-naphthochinon-4-sulfonsaures Natrium 
0,5 g Zinkacetat 10 cem Wasser 
0,125 cem Chinolin 90 ccm sek.-Butanol 


Man lost zuerst Zinkacetat und 1.2-naphthochinon-4-sulfonsaures Natrium in 
den 10 com Wasser, gibt dann das Chinolin und anschlieBend unter Schwenken das 
Butanol hinzu, 148t 5 Min. stehen und filtriert dann von einer geringen Menge un- 
geléster Stoffe ab. 

Das 1.2-naphthochinon-4-sulfonsaure Natrium mu8 meistens durch Um- 
kristallisation aus 50-proz. Alkohol unter Zusatz von etwas Aktivkohle gereinigt 
werden. Alte Praparate enthalten oft Zersetzungsprodukte, die eine nicht mehr aus- 
waschbare blaugraue Untergrundfarbung geben. 

Das Reagens, eine orangerote Lisung, ist nicht haltbar und muB vor Gebrauch 
frisch hergestellt werden. 

Das Chromatogramm wird durch das Reagens gezogen und 1 Stde. 
bei Zimmertemperatur haingen gelassen. Die Farben entwickeln sich 
ziemlich schnell. Der Reagensiiberschu8 wird mit einer Lésung von 
20% Zinkacetat in 95-proz. Alkohol ausgewaschen. 

Abb. 3 zeigt die entstehenden Farben. Besonders auffillig ist die 
bei Glykokoll auftretende griinlich gelbe Farbe. 

Die auf den beigefiigten Abbildungen gezeigten Farbungen wurden auf dem 
Papier von Schleicher & Schill, Nr.2045aM, ausgefiihrt. Sie umfassen jeweils 
einen Konzentrationsbereich von 10~® bis 3-10-* Mol Substanz/cm? Papierflache; 
z. B. bei Alanin von 89,1 y bis 2,7 y, bei Glutaminsaiure von 147,2 y bis 4,4 y/cm?. 

Bei hohen Konzentrationen/em? Papierflache geben reduzierende 
Substanzen, wie Cystein, Glutathion oder Glucosamin, mit beiden 
Reagenzien keine Farbung, da hier alles vom Papier aufgenommene 
Reagens reduziert und daniit der Farbstoffbildung entzogen wird. Dies 
tritt allerdings erst bei 10-* Mol/em*® in Erscheinung, einer Menge, 
mit der man wohl in der Praxis kaum zu rechnen braucht. Auch in 
solchen Fallen wiirde der Konzentrationsabfall am Rande des Flecks 
dort zum Auftreten einer gefiirbten Zone fiihren, so daB keine Gefahr 
besteht, den Fleck zu iibersehen. 

Die Abbildungen 2 und 4 zeigen Ringchromatogramme, bei denen 
die Zonen nach obigen Methoden sichtbar gemacht wurden. Bei Abb. 4 
wird die charakteristische griingelbe Fiirbung des Glykokolls im Druck 
unzureichend wiedergegeben. Die bei der angewendeten Dosierung sehr 
schwache Prolinfarbung erscheint im Druck iiberhaupt nicht, wahrend 
sie bei gleicher Dosierung durch die fiir Prolin viel empfindlichere Isatin- 
firbung gut sichtbar wird (Abb. 2). 

Obwohl die angegebenen Farbemethoden in erster Linie qualitativen 
Zwecken dienen, so gestattet doch die Mannigfaltigkeit der Farbungen 
auch eine Abschitzung der vorliegenden Aminosiuremengen, wenn man 
die von den farbigen Flecken oder Zonen eingenommenen Flachen sowie 
die Farbtiefe und Farbnuance beriicksichtigt. Man kann dann die Amino- 
siuremengen mit 10—20% Genauigkeit abschitzen. 
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Abb. 1. Anfarbung mit Isatin-Zn-Pyridin, hei8, 
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Abb. 2. Ring-chromatogramm eines Gemisches von his, gly, glu, pro, leu. 
Entwickelt mit lsopropylalkohol, Ameisensaure, Wasser (75:13:12). Anfarbung mit lsatin-Zn-Pyridin, heiB. 
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Abb. 3. Anfarbung mit 1.2-naphthochinon-4-sulfonsaurem Natrium-Zn-Chinolin. 


Abb. 4. Ring-chromatogramm eines Gemisches von his, gly, glu, pro, leu. Entwickelt mit lsopropylalkohol, 
Ameisensaure, Wasser (75:13:12). Anfarbung mit 1.2-naphthochinon-4-sulfonsaurem Natrium-Zn-Chinolin. 
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Zusammenfassung 


Zwei Methoden zur polychromen Sichtbarmachung der Amino- 
siuren auf Papierchromatogrammen, welche auf der Anfairbung durch 
Reagenziengemische mit Isatin einerseits und 1.2-naphthochinon-4-sul- 
fonsaurem Natrium andererseits beruhen, werden angegeben. 


Summary 


Two methods are described for rendering visible amino-acids on 
paper chromatograms. The methods are based on the polychromatic 
effects produced by staining with reagent mixtures containing either 
isatin or 1.2-naphthoquinone-4-sulphonic acid. 
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Uber das Urorosein 


IV. Mitteilung zur Chemie des Indols* 
Von 
Henning von Dobeneck, Wolfgang Lehnerer und Guido Maresch 
Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Techn. Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Dezember 1955) 


Nencki und Sieber? beobachteten an einem Diabetikerharn, dab 
bei Zugabe von konz. Schwefelsiure Rosafirbung auftrat. Die Far- 
bung erscheint schneller, wenn man nach Rosin® eine kleine Menge 
eines Oxydationsmittels zusetzt. Meistens wird etwas verd. Natrium- 
nitritlésung zu dem angesduerten Harn gegeben. Der Farbstoff laBt sich 
mit Amylalkohol ausschiitteln und ist in Ather und Chloroform un- 
léslich. Er wurde von Nencki und Sieber Urorosein genannt. Eine 
besonders zweckmaBige Art der Durchfiihrung der Urorosein-Reaktion 
gibt Stokvis* an. 


Das Chromogen des Uroroseins findet sich auch im normalen Harn in Spuren 
und tritt unter gewissen pathologischen Bedingungen vermehrt auf. WeiB® fand 
die Probe positiv bei Verwachsungen und Tumoren im Darm und berichtet®, daB 
man bei Magenkrebs einen positiven Ausfall der Uroroseinprobe beobachten kann. 
Er diskutiert hierbei die Anwendung der Uroroseinprobe zur Friihdiagnose des 
Magenkrebses. Positive Reaktion wurde in verschiedenen Fallen beobachtet, so bei 
chronischer Nephritis, perniciéser Animie, Chlorose, Typhus abdominalis, Phthisis 
pulmonum und bei Tuberkulose. Allgemein soll positive Uroroseinreaktion bei 
schweren Stoffwechselerkrankungen oder bei Erkrankungen, die zu einem erheb- 
lichen Darniederliegen des Stoffwechsels fiihren, gefunden werden. 

Hier sind auch die Versuche von Porcher und Hervieux’ und von Grosser® 
zu erwahnen, nach denen bei Verfiitterung von Skatol an Hunde im Harn mit 
Salzsaure und Nitrit eine Farbung erhalten wird, welche die Autoren mit Skatolrot 
bezeichnen und von der sie Identitaét mit dem Urorosein vermuten. 

Herter® machte es schlieBlich wahrscheinlich, daB Indolessigsaéure das 
Chromogen des Uroroseins sei, da die aus Chromogen und aus Indolessigsaure er- 
haltenen Farbstoffe tibereinstimmende Spektren zeigten. WeiB> und Héller und 
Kremser?® arbeiteten quantitative Methoden zu Uroroseinbestimmung aus, indem 


1 TII. Mitteil.: H. v. Dobeneck u. H. Prietzel, diese Z. 299, 214 [1955]. 
2 M. Nencki u. M. Sieber, J. prakt. Chem. 26, 333 [1882]. 

3-H. Rosin, Dtsch. med. Wschr. 19, 51 [1893]. 

4 B. J. Stokvis, Nederl. Tijdschr. Geneeskunde D1 1, 961 [1901]. 
5 M. WeiB, Wien. klin. Wochenschr. 1947, 59. 

5 M. WeiB, Z. Krebsforsch. 56, 343 [1949]. 

? Ch. Porcher u. Ch. Hervieux, diese Z. 45, 486 [1905]. 

8’ P. Grosser, diese Z. 44, 328 [1905]. 

® ©. H. Herter, J. biol. Chemistry 4, 253 [1908]. 

16 H. Héller u. F. Kremser, Wiener klin. Wschr. 62, 317 [1950]. 
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sie Indolessigséure als Vergleichssubstanz heranzogen. Ewins und Laidlaw" 
und Homer” betrachten Indolacetursiure als das Chromogen des Uroroseins. 
wahrend Arnold’ verschiedene Chromogene unterscheidet. Die Uroroseinfrage 
hat in neuester Zeit eingehend Decker" bearbeitet. 

Der oder die gebildeten Farbstoffe sind wenig untersucht worden. 
Ellinger und Flamand"* haben die von ihnen als Triindolyl-methen 
bezeichnete Verbindung als méglicherweise mit dem Urorosein identisch 
bezeichnet. Denselben Stoff formulierte bekanntlich Kénig*® als 
Diindolyl-methen-Salz und die daraus entstandene Kontroverse wurde 
fiir den einfacher gelagerten Fall des 2-Methyl-indols durch Fischer 
und Pistor’? im Sinn Kénigs entschieden. Fearon und Boggust!* 
interpretierten die Ellingersche Umsetzung vollkommen anders und 
gaben dem Urorosein die Formel eines Indolocarbazol-Derivats. Dem 
traten vor kurzem Harley-Mason und Bu’ Lock?® entgegen, die sich 
nach Nacharbeitung der Ellingerschen Angaben im Sinne Kénigs 
entschieden. Auf Grund der Arbeit von Harley-Mason und Bu’ Lock 
wird das Urorosein heute allgemein als £,6’-Diindolyl-methen-Farbstoff 
formuliert und hat in dieser Form Eingang in die medizinische Lehr- 
literatur und das chemische Allgemeinwissen gefunden?®. In der vor- 
liegenden Arbeit wird diese Auffassung schliissig widerlegt. 

Die Beweiskette, die zu der Annahme fiihrt, daB bei der Reaktion 
von Indol mit Orthoameisensiure-ester ein 6-Methen entsteht, ist nicht 
liickenlos und die Auffassung, da8 das gebildete Produkt Urorosein sei, 
ist durch nichts bewiesen. Es ist nicht ohne weiteres méglich, von Re- 
aktionen des 2-Methyl-indols auf die des unsubstituierten Indols zu 
schlie8en. Wir haben in den vorhergehenden Mitteilungen gezeigt, daB 
in saurem Medium Indol dazu neigt, in der 2-Stellung zu reagieren, 
so daB fiir den Fall des Indols die Kénigsche hacia nicht 
hinreichend gesichert erschien. 

Um das gesuchte Methen auf iibersichtliche Weise darzustellen, 
schlugen wir den Weg iiber das (,8’-Diindolyl-methan ein. Seit wir die 
Gewinnung dieses Methans vorlaufig bekanntgaben*!, ist es von ver- 
schiedenen Autoren erwihnt worden”?. Im Versuchsteil sind die kon- 
stitutionsbeweisende Synthese iiber die bekannte Diketopimelinsaure 
und eine weitere Anzahl von Syntheseméglichkeiten angegeben. 


11 A, Ewins u. P. Laidlaw, Biochem. 7, 1 [1913]. 

122 A. Homer, J. biol. Chemistry 22, 345 [1915]. 

18 V. Arnold, diese Z. 71, 3 [1911]. 

4 P. Decker, Z. ges. inn. Med. Grenzgebiete 9, 966 [1954]. 

% A, Ellinger und C. Flamand, diese Z. 62, 276 [1909]. 
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Das Methan entsteht als Nebenprodukt der Graminsynthese nach Kiihn 
und Stein*®* und bildet sich auch im Fall verhaltnismaBig labiler Mannich-Basen 
in einer ,,reversiblen‘‘ Mannich-Reaktion, iiber die gelegentlich in anderem Zu- 
sammenhang eingehend berichtet werden soll. Hier seien nur zwei, auch in physiolo- 
gischer Hinsicht interessante Substanzen erwihnt. In obengenannter Arbeit und 
in einem Patent™4 wird gesagt, daB Indol auch mit Diathanolamin die Mannich- 
Reaktion eingeht, jedoch wird die gebildete Verbindung nicht beschrieben. Diese 
kann man nach unserer Feststellung unmittelbar nach Durchfiihrung der Mannich- 
Reaktion, z. B. als Pikrat, isolieren. Analog verhilt sich die Iminodiessigsiure. Die 
Pikrate der entstandenen Basen sind im Versuchsteil beschrieben. 

Wartet man jedoch nach Durchfiihrung der Mannich-Reaktion langere Zeit, so 
findet eine ,,riicklaufige“‘ Reaktion statt, und im Lauf von 3—6 Wochen scheidet 
sich in immer starkerem MaBe £,6’-Diindolyl-methan ab. 

Das £,6’-Diindolyl-methan wurde nun nach verschiedenen Ver- 
fahren, die auch in der Triphenylmethanreihe fiir die Oxydation der 
Leukoverbindungen zu den Farbstoffen Anwendung finden, oxydiert. 
Bei der Aufarbeitung zeigten sich jedoch regelmaBig groBe Schwierig- 
keiten. Ein Grund dafiir war die groBe Neigung des in «-Stellung un- 
substituierten Diindolylmethans, mit carbonylhaltigen Lésungsmitteln 
unter Bildung neuartiger Produkte zu reagieren®. 

Die Oxydation unter Bildung des erwiinschten Methens gelang 
erst mit Hilfe von Eisen(III)-chlorid in Ather. Wir werden dieses 
Oxydationsverfahren, dem weitergehende Bedeutung zukommt, in 
spiteren Mitteilungen eingehender besprechen. Im Fall des f,f’-Di- 
indolyl-methans farbt sich die atherische Lésung blutrot und, obwohl 
die Reaktionsprodukte Diindolylmethen und Eisen(II)-chlorid in Ather 
unléslich sind, bleibt die Lésung klar. Durch Laugen kann man das 
Eisen als Hydroxyd aus dem Komplex ausfillen. Nach Ansiuern fallt 
der rote Methenfarbstoff aus dem Ather aus und kann nach mehr- 
maligem Umfiallen kristallisiert erhalten werden. Nach den Absorptions- 
kurven ist die Verbindung identisch mit der nach Kénig aus Indol 
und Orthoameisensaure dargestellten und somit auch mit der Ellinger - 
schen Verbindung. Dieselbe Ubereinstimmung zeigt sich im Schmelz- 
und Misch-Schmelzpunkt. 

Die Papierchromatographie des /,/’-Diindolyl-methen-Farbstoffes 
in Eisessig, Wasser (60:41) ergab Ry 0,84, in Isopropylalkohol, konz. 
Salzsiure, Wasser (27:10:5) ergab sie Ry 0,67. 

Zum Vergleich wurde Indol-essigsiure-(3) mit Salpetriger Saure, 
entsprechend der Urorosein-Reaktion, und mit Eisen(III)-chlorid oxy- 
diert. Die nach beiden Methoden erhaltenen Produkte erwiesen sich 
auf Grund der Papierchromatographie mit Hilfe der oben genannten 
Lésungsmittelgemische als identisch; hieraus ergibt sich, daB bei der 
Bildung des Uroroseins mit Nitrit kein Stickstoff in das Molekiil ein- 
tritt. Es entstanden zwei getrennte Flecke, wobei der erste hellrosa 
und der zweite, schwicher ausgeprigte, dunkler gefairbt war. Die 


23 H. Kihn u. O. Stein, Ber. dtsch. chem. Ges. 70, 567 [1937]. 
* O. Stein u. H. Kiihn, Dtsch. Reichs-Pat. 673949; Chem. Zbl. 1989 I, 5079. 
25 Vgl. H. v. Dobeneck u. I. Maas, Chem. Ber. 87, 455 [1954]. 
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Ry-Werte in Eisessig, Wasser betragen 0,89 bzw. 0,95, die in Isopro- 
pylalkohol, Salzsiure, Wasser 0,51 bzw. 1,0. 

Aus den Ry-Werten geht einwandfrei hervor, da keines der 
Oxydationsprodukte der Indolessigsaiure mit dem /,6’-Diindolyl-methen- 
Farbstoff identisch sein kann. Gibt man z. B. Diindolylmethen-Farbstoff 
zu der (uroroseinhaltigen) oxydierten Lésung von Indolessigsiure, so 
kann der Diindolylmethen-Farbstoff papierchromatographisch auf 
Grund seines unterschiedlichen Ry-Wertes abgetrennt werden. 

La&t man die oxydierte Indolessigsiurelésung 8 Tage stehen, dann 
zeigt sich, daB im Papierchromatogramm nurmehr die Substanz mit 
dem Ry-Wert 0,95 bzw. 1,0 auftritt. Dies stimmt mit der von Nencki 
und Sieber und in der Folge von anderen Autoren erwaihnten Un- 
bestiindigkeit des Uroroseins beim Stehenlassen oder Erhitzen iiberein. 

Zusammenfassend 1aBt sich sagen, daB das rosafarbige Oxydations- 
produkt aus Indolessigsiure sich in jeder Hinsicht anders als der in 
seiner Konstitution jetzt gesicherte £,6’-Diindolyl-methen-Farbstoff 
verhalt. Es ist demnach, entgegen der bisher herrschenden 
Auffassung sicher, daB das Urorosein kein £,f’-Diindolyl- 
methen-Farbstoff ist. 

Wir versuchten nun, das Urorosein bzw. seine Base und sein Stabi- 
lisierungsprodukt zu isolieren. Es gelang auch, die Uroroseinbase durch 
Chromatographie an Aluminiumoxyd kristallisiert zu erhalten. Sie be- 
sitzt keinen eigentlichen Schmelzpunkt, da sie sich schon bei gelindem 
Erwarmen in die Stabilisierungsform umlagert, die bisher nur als ather- 
lésliches Harz erhalten wurde. 

Erfolgreicher gestaltete sich die Auftrennung einer oxydierten 
Lésung von Indolessigester. Auch hierbei beobachtet man zwei Sub- 
stanzen, und zwar wie bei der oxydierten Indolessigsiure-Lésung eine 
erste Zone, die keine Rosafarbung ergab und eine zweite, die sich mit 
konz. Salzsiure rosa farbte. Beim Einengen des Eluats kristallisierte 
diese Substanz in Nadeln vom Schmp. 205°. 

Diese Untersuchungen sind noch nicht abgeschlossen. 


Beschreibung der Versuche 


Synthesen des £,f’-Diindolyl-methans 

1. Ausgehend von Diketopimelinsaiure 

a) Diphenylhydrazon der a,«’-Diketopimelinsaure: Die salzsaure 
Lésung der Diketopimelinsaure wird mit Natronlauge schwach alkalisch ge- 
macht, mit etwas Eisessig angeséuert und hierauf mit der berechneten Menge 
Phenylhydrazin in einem GuB gefallt. Das sich iiber Nacht abscheidende 01 
wird abgetrennt und aus Methanol-Wasser umkristallisiert. Es ist zweckmaBig, eine 
Reinigung der alkalisch-waBr. Lésung des Diphenylhydrazons mit Tierkohle in der 
Hitze einzuschalten. Schmp. 174°. 

b) Cyclisierung des Diphenylhydrazons zum _ 6,f’-Diindoly]- 
methan-a,«’-dicarbonsaiure-dimethylester: Das Hydrazon wird in absol. 
Methanol gelést und bis zur Sattigung ohne Kiihlung trockener Chlorwasser- 
stoff eingeleitet. Nach Stehenlassen iiber Nacht wird im Vak. stark eingeengt, 
von auskristallisiertem Ammoniumchlorid abfiltriert und das Filtrat zu viel Chloro- 
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form gegeben. Nun wird mit Natriumearbonatlésung ausgeschiittelt, bis eine an 
gesauerte Probe derselben keine Triibung mehr zeigt. Der Auszug liefert beim An 
siuern mit Salzsiure §,6’-Diindolyl-methan-a,a’-dicarbonsaure, die, aus 
Aceton und etwas Ather umkristallisiert, den Schmp. 265° erreicht. 

Die mit dest. Wasser mehrmals gewaschene Chloroformlésung wird getrockne‘ 
und eingeengt. Durch Verdrangen des restlichen Chloroforms mit Methanol kristal 
lisiert der £,p’-Diindolyl-methan-a,«’-dicarbonsaiure-dimethylester aus 
Umkristallisiert aus Chloroform: Schmp. 223°. 

C,,H,,0,N, (362) Ber. C 69,60 H5,00 N 7,72 
Gef. C 69,22 H4,87 N 7,95 
Durch Verseifen des Esters mit methanol. Natronlauge wird die obengenannt: 
Saure dargestellt. 

ec) Decarboxylierung zum _ §,f’-Diindolyl-methan: 250mg Di 
carbonsaure werden in 30 ccm frisch destilliertem Chinolin 4 Stdn, unter 
RiickfluB gekocht und das erkaltete Reaktionsgemisch in viel Ather geschiittet. 
Das Chinolin und seine Zersetzungsprodukte werden mit verd. Salzsiure aus der 
atherischen Liésung ausgezogen und vielleicht noch vorhandene Dicarbonséure mit 
verd. Natronlauge entfernt. Der Ather wird neutral gewaschen, getrocknet und 
bis zur Trockene abgedampft. Die zuriickbleibende dlige Substanz wird in wenig 
Chloroform gelést. Durch Kratzen mit dem Glasstab wird die Kristallisation an- 
geregt. Nach Umkristallisieren aus Aceton-Chloroform: Schmp. 169°. 

C,7H,,N, (246) Ber. C 82,89 H5,73 N 11,38 
Gef. C 82,28 H5,60 N 11,65 

Pikrat des £,8’-Diindolyl-methans: Darstellung in Acetonlésung, aus- 
fallen mit Wasser unter Kratzen mit dem Glasstab. Die roten Kristalle schmelzen, 
aus Trichlorathylen umkristallisiert, bei 139°. 

C,,H,,N,-CgH,;0,N, (475) Ber. C 58,09 H3,60 Gef. 57,81 3,40 


2. Durch Alkylierung von Indol 

In 40 cem absol. Toluols werden 10g Gramin mit 5,6g Indol 8 Stdn. unter 
Stickstoff gekocht. Nach Einengen des Toluols kristallisiert eine Substanz, die sich 
an der Luft stark rétet. Nach Waschen mit Ather Schmp. 162°. Aus Aceton- 
Chloroform Schmp. 169°; Misch-Schmp. mit obigem 169°. 


3. Durch reversible Mannich-Reaktion 

a) Skatyldiathanolamin-pikrat: 4,5g Diathanolamin werden in 
Eisessig vorsichtig neutralisiert, 4ccm Formalin (33-proz.) zugegeben und 5g 
fein pulverisiertes Indo] eingeriihrt. Das Indol lést sich unter Warmeténung. 
Nach etwa 2stdg. Stehenlassen wird in etwa 11 Wasser gegossen und mit Ather 
das eventuell nicht verbrauchte Indol ausgeschiittelt, nachdem man vorher mit 
Natronlauge neutralisiert hatte. Nun wird mit viel waBr. Pikrinsiurelésung gefiallt. 
Schmp. 74°, aus Methanol umkristallisiert und mit Ather aus der Hiilse extrahiert 
Schmp. 87°. 

C,;H,,0, - CgH,0,N; (463) Ber. C 49,24 H 4,56 Gef. 49,29 4,86 

Dieselbe Substanz kann auch durch Basenaustausch aus Gramin gewonnen 
werden. 

b) Skatyl-iminodiessigsiure-dimethylester-pikrat: 4 g Imino- 
diessigsaure-dimethylester werden mit etwas Hisessig (etwa 6—8 Tropfen) mit 
2,4cem Formalin (33-proz.) versetzt und 2.4 g Indol zugegeben. Nach 2stdg. 
Stehenlassen wird mit Wasser ausgefallt und mit Natriumcarbonatlésung neutra- 
lisiert. Es scheidet sich hierbei ein 01 ab, das mehrmals mit Wasser gewaschen, 
in Ather aufgenommen und mit einem Faltenfilter getrocknet wird. Mit ather. 
Pikrinséurelésung wird das Pikrat ausgefillt, das iiber Nacht kristallisiert. Die 
Kristalle werden in Methanol aufgenommen, von einem weniger léslichen braunen 
Korper abfiltriert und nach Einengen wird mit Ather gefallt. Schmp. 139°. Aus 
Methanol umkristallisiert: Schéne gelbe Nadeln, Schmp. 141°. 
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d) £,6’-Diindoiyl-methan aus Skatyl-didthanolamin: Mannich- 
Reaktion wie oben. Der Ansatz wird nach 2 Stdn. in ungefihr 1 1 Wasser gegossen, 
mit konz. Natriumcarbonatliésung sehr schwach alkalisch gemacht, vom Nieder- 
schlag abgenutscht, mit Ather einmal ausgeschiittelt und hierauf im Dunkeln 
stehen gelassen. Schon nach einer Woche hat sich ein Niederschlag abgesetzt, der 
sich im Laufe der Zeit vermehrt. Nach Abfiltrieren wird aus Aceton und Chloroform 
umkristallisiert. Schmp. 166°, Misch-Schmp. 167°. Pikrat identisch mit obigem. 

e) aus Skatyl-iminodiessigsiure-dimethylester: Das in der Mannich- 
Reaktion erhaltene 01 wird in verd. Natronlauge bis zum Festwerden gekocht. 
Schmp. 144°. Es wird mit Aceton aufgenommen und vom Unlislichen abfiltriert. 
Nach dem Einengen wird mit Ather aufgenommen und nochmals vom Unldslichen 
abfiltriert. Die ather. Lésung wird eingeengt. Nach dem Auskristallisieren wird 
mit Trichlorithylen gewaschen. Schmp. 163°. Misch-Schmp. 165°. 


4. Durch Reaktion von Indol und Formaldehyd 

a) 2,4g Indol und 1,5 ccm Formalin (33-proz.) werden salzsauer in Me- 
thanol erwirmt. Je nach Temperatur und Sauregrad bilden sich gefirbte Harze 
von verschiedener Zahigkeit mit thermoplastischen Eigenschaften. 


Obiger Versuch wird nun alkalisch (Natronlauge) in der Kalte durchgefiihrt. 
Nach langerem Stchenlassen wird mittels Wasserdampfdestillation das restierende 
Indol entfernt. Aus dem Riickstand kann man auf die iibliche Weise das Methan 
isolieren. 

LaBt man jedoch 2g Indol und 0,75 com Formalin (33-proz.), gelést in 
wenig Methanol mit nur einem Tropfen verd. Salzsiure angesiuert, mindestens 
| Tag vorzugsweise bei 15° stehen, so kristallisiert am Boden des Becherglases das 
Methan wei aus. Ausb. 1,6 g Rohprodukt (71°, d. Th.). Es wird mit Ather ge- 
waschen und aus Aceton umkristallisiert. Schmp. 169°. 


b) Indol und Paraformaldehyd werden im Mol.-Verhaltnis 2: 1 in absol. 
Toluol unter Einleiten von Stickstoff (mit Schwefelsiure getrocknet) 4 Stdn. unter 
RiickfluB gekocht. Nach einer Wasserdampfdestillation zur Entfernung des Toluols 
und des nicht umgesetzten Indols wird der feste Riickstand in Aceton aufgenommen 
und das Aceton mit Chloroform verdrangt. Die beim Stehenlassen der Chloroform- 
lésung erhaltenen Kristalle werden durch Uberfiihrung in das Pikrat identifiziert. 


B,B’-Diindolyl-methen 

In eine Lésung von 2g £,f’-Diindolyl-methan in 100 ccm Ather gibt 
man unter Riihren 5g Eisen(III)-chlorid, das sich mit blutroter Farbe lést. 
Nach 2 Stdn. wird mit Wasser gewaschen und mit verd. Anmoniak geschiittelt. 
Das dabei ausfallende Eisenhydroxyd setzt sich in der wiBr. Phase ab. Diese wird 
abgetrennt, die ather. Lésung filtriert und mit Natriumsulfat getrocknet. Nun 
versetzt man die dither. Lésung mit der entsprechenden Menge derjenigen Saure, 
deren Salz dargestellt werden soll, z. B. mit 1 g konz. Schwefelsiure. Es fallt so- 
gleich das in Ather unlésliche Sulfat aus, das abfiltriert, mit Ather gewaschen und 
aus Kisessig umkristallisiert wird. Nach dreimaligem Umkristallisieren sind Nadeln 
erkennbar, die durch weiteres Umkristallisieren gereinigt werden kénnen. 
_ Entsprechend wird durch Zugabe von 1,8g 60-proz. Uberchlorsiure zur 
Atherlésung das Perchlorat dargestellt, das schneller kristallisiert als das Sulfat. 


| Ausb. 0,3 g. 


Papierchromatographische Identifizierung: Zur Untersuchung ge- 
langten der Farbstoff aus Indolaldehyd-(3), der Farbstcff aus Indol und Ortho- 
ameisenséureester und der Farbstoff, der durch Oxydation von 3.3’-Diindoly]- 
methan dargestellt worden war. Vor dem Auftragen auf das Papier wurde jeder 
Farbstoff in Methanol gelést, die Lésung mit Ammoniak alkalisch gemacht und mit 
Ather versetzt. Dann wurde mehrmals mit Wasser gewaschen und eine kleine Menge 
der so erhaltenen ather. Lésung auf 2 Startpunkten am Papier aufgetragen und 
getrocknet. So wurden von jedem der drei Farbstoffe zwei Chromatogramme auf 
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einem Blatt Papier angefertigt. Es wurde aufsteigend mit dem Papier Schleicher 
& Schill 2043b chromatographiert. Losungsmittel: a) 60 Tle. Eisessig, 40 Tle. 
Wasser, b) 27 Tle. Isopropylalkohol, 10 Tle. konz. Salzsiure, 5 Tle. Wasser. Die 
Farbstoffe waren als rote Flecken auf dem Chromatogramm sichtbar. 

Die Rr-Werte waren in Liésungsmittel a) 0,84 und bei allen drei Farbstoffen 
gleich, im Lésungsmittel b) 0,67 und ebenfalls bei allen drei Farbstoffen gleich. 


Oxydation von Indol-essigsaure-(3) 


1. Oxydation mit Salpetriger Saiure, entsprechend der Urorosein- 
reaktion: Wegen der Schwerléslichkeit der reinen Indol-essigsaure-(3) in 
Wasser wird ihre ather. Lésung mit einem Gemisch von 25 com Wasser, 15 ccm 
konz. Salzsiure und 6 Tropfen 0,5-proz. Natriumnitrit-Lésung etwa 15 Min. 
geschiittelt. Die wiBr. Phase farbt sich dabei alsbald rosa. Die Atherschicht wird 
dann abgetrennt und die noch unverbrauchte Indolessigsiure von neuem mit 
frischer Oxydationslésung geschiittelt. Die Atherschicht farbt sich dabei leicht 
braunlich. Um alle nicht umgesetzte Indol-essigsaiure-(3) aus der wiBr. Phase zu 
entfernen, schiittelt man diese Phase noch zweimal mit Ather aus. Macht man die 
waBr., salzsaure Lésung vorsichtig ammoniakalisch, so schlagt die Rosafarbung in 
Gelb um. Beim Schiitteln mit Ather bleibt die Gelbfarbung in der waBr. Phase 
erhalten. ; 

Die rosa gefarbte Substanz der salzsauren Lésung 14Bt sich sehr leicht mit 
Amylalkohol ausschiitteln. Beim Abdampfen der Amylalkohollésung oder bei 
langerem Stehenlassen schlagt die Farbe in Braunrot um. Wird die salzsaure 
Lésung wahrend der Durchfiihrung der Oxydation erwarmt, so schlagt die Rosa- 
farbung in Braunrot um und die Lésung triibt sich. 

2. Oxydation mit Eisen(II)-chlorid und Salzsiure: Die Oxydation 
wurde in gleichér Weise durchgefiihrt. Es wurde nur an Stelle von Natriumnitrit 
eine kleine Menge Eisen(III)-chlorid zur salzsauren Lésung gegeben. Die Lésung 
farbte sich nach kurzem Schiitteln rot und mit Amylalkohol konnte ebenfalls ein 
rosa Farbstoff ausgeschiittelt werden. 

3. Papierchromatographische Uberpriifung des Oxydations- 
produktes: Die amylalkohol. Lésungen der bei der Oxydation mit Salpetriger 
Saure und mit Eisen(III)-chlorid erhaltenen Farbstoffe wurden mehrmals mit 
Wasser gewaschen. Dabei schlug die Farbe der Lésungen in Orange um. Ebenso 
wurde eine Probe 3.3’-Diindolyl-methen-hydrochlorid in Amylalkohol gelést und 
mehrmals mit Wasser gewaschen. Diese Lésungen wurden, wie oben beschrieben, 
mit den gleichen Lésungsmitteln auf dem Papier chromatographiert. 

Der 3.3’-Diindolyl-methen-Farbstoff ergab mit Lésungsmittel a) einen Rr- 
Wert von 0,84. Das Oxydationsprodukt trennte sich waihrend des Chromato- 
graphierens in zwei Bestandteile: 1. Bestandteil mit Rr 0,89; 2. Bestandteil mit 
Ry 0,95. Der 1. Fleck war hellrosa, der 2. Fleck dunkler gefarbt und schwacher aus- 
gepragt. Die Farbstoffe aus der mit Salpetriger Saure und der mit Eisen(III)-chlorid 
oxydierten Indolessigsiure ergaben dieselben Rr-Werte. 

Der 3.3’-Diindolyl-methen-Farbstoff ergab mit Lésungsmittel b) einen 
Ry-Wert von 0,67. Das Oxydationsprodukt trennte sich wahrend des Chromato- 
graphierens ebenfalls in zwei Bestandteile: 1. Bestandteil mit einem Rr-Wert von 
0,51; 2. Bestandteil mit einem Rr-Wert von 1,0. 

Die Farbstoffe aus der mit Salpetriger Saure und der mit Eisen(III)-chlorid 
oxydierten Indolessigsiure ergaben die gleichen Werte. ; 

In beiden Lésungsmitteln zeigten die Bestandteile des Oxydationsprodukts 
von Indolessigsaure und der3.3’-Diindolyl-methen-Farbstoff verschiedene Rr-Werte. 

Die amylalkoholische Lésung des Oxydationsproduktes der Indolessigsdure 
wurden nach 8 tagig. Stehen nochmals in gleicher Weise papierchromatographiert. 
Gleichzeitig wurde die Lésung eines frisch dargestellten Oxydationsproduktes mit- 
chromatographiert. Es konnte festgestellt werden, daB bei der 8 Tage alten Losung 
nur der Fleck mit dem Rr-Wert 0,95 bei Liésungsmittel a) bzw. 1,0 bei Lésungs- 
mittel b) auftrat. Die Flecken waren hier stark ausgepragt. 
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4. Vergleich der Absorptionsspektren: Das Absorptionsspektrum des 
Oxydationsproduktes der Indol-essigséure-(3) wurde gleich nach der Darstellung 
und nach 8 tagig. Stehenlassen gemessen. Dazu wurde die amylalkoholische Farb- 
stofflésung mehrmals mit Wasser gewaschen und dann ein Gemisch bereitet, das 
75% amylalkoholische Lésung, 20% Athanol und 5% konz. Salzsiure enthielt. 
Eine analoge Lésung wurde auch von 3.3’-Diindolyl-methen-Farbstoff dargestellt. 
Zwischen 3500 und 5800 A lag das Maximum der Absorption beim Farbstoff aus 
Indol-essigsiure-(3) bei 5100—5300 A, wahrend das Maximum des 3.3’-Diindolyl- 
mothen-Farbstoffes bei 4900 A gefunden wurde. Die 8 Tage alte Lésung zeigte in 
diesem Bereich kein deutlich erkennbares Maximum. 


5. Isolierung des Uroroseins: Die amylalkoholische Lésung wurde zur 
Abtrennung des Amylalkohols folgendermaBen behandelt: Sie wurde mit Wasser 
gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und auf eine Séule von Aluminiumoxyd 
nach Brockmann gegeben. Dabei wurde der Farbstoff stark zuriickgehalten. 
Auch beim Durchwaschen mit absol. Athanol blieb das Oxydationsprodukt stark 
adsorbiert, so daB der Amylalkohol verdrangt werden konnte. Mit 80-proz. Athanol 
wandert nun das Oxydationsprodukt in drei Zonen durch die Saule. Die 1. Zone 
wird nur schwach zuriickgehalten und wandert schnell. Die 2. ist nur schwach aus- 
gepragt, griin gefarbt und folgt in kurzem Abstand auf die 1. Zone. Die 3. Zone 
wurde am Aluminiumoxyd wesentlich starker zuriickgehalten und folgte nur lang- 
sam den beiden vorhergehenden. 

Die papierchromatographische Untersuchung zeigte, daB die 3. Zone dem 
Urorosein entsprach. Sie ist als einzige wasserliéslich. Beim Eindunsten des 
Eluats kristallisiert die Substanz dieser Zone. Die Kristalle waren sehr unbestandig 
und konnten nicht umkristallisiert werden. Nach schwachem Erwarmen oder 
langerem Aufbewahren auch bei Raumtemperatur hatte sich diese Substanz ver- 
andert. Sie zeigte an Aluminiumoxyd nurmehr Zone 1 und am Papierchromato- 
gramm den der Zone1 entsprechenden Fleck mit R¢-Wert 1,0 fiir Lésungsmittel b). 
Sie konnte nur als atherlésliches Harz gewonnen werden. Das Urorosein setzt sich 
also bei Erwairmen oder langerem Aufbewahren in diese Substanz um. 


6. Oxydation des Indolessigsaureesters: Zu einer Liésung von 1,9 g 
[Indolessigsiure-methylester in 100 ccm Eisessig wurden 0,5 cem konz. Salz- 
siure und unter Kiihlung eine konz. Lésung von 0,1 g Natriumnitrit gegeben. 
ts trat sofort eine starke Violettfarbung auf. Nach 1 Stde. gab man Ather und 
Wasser zu, trennte die Atherschicht ab und wusch sie mit Ammoniak und 5mal 
mit Wasser. Die Chromatographie der ather. Lésung ergab zwei gelbe Zonen. Die 
Substanz der 1. Zone gab mit konz. Salzsiure und mit Antimon(III)-chlorid in 
Chloroform Blaufarbung. Sie wurde nur als Harz erhalten. Die Substanz der 2. Zone 
gab mit konz. Salzsiure Rotfarbung. Beim Einengen des Eluats kristallisierte 
diese Substanz in Nadeln vom Schmp. 205°. 

Die Untersuchung dieses Oxydationsproduktes bzw. seines Stabilisierungs- 
produktes und deren Beziehungen zu den Oxydationsprodukten der Indolessig- 
sdure-(3) sind noch nicht abgeschlossen. 


Zusammenfassung 


Durch konstitutionsbeweisende Synthese des /3,’- Diindolyl-methen- 
Farbstoffes und einen Vergleich seiner Absorption und seines papier- 
chromatographischen Verhaltens mit den entsprechenden Eigenschaften 
des Uroroseins wird sichergestellt, daB, im Gegensatz zur bisherigen 
Auffassung, das Urorosein kein (,8’-Diindolyl-methen-Farbstoff ist. Die 
Isolierung der Uroroseinbase und wahrscheinlich ihres Methylesters 
wird beschrieben. 
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Summary 


The constitution of the #.6’-diindolylmethene dyestuff has been 
proved by synthesis and its absorption and behaviour on paper chromato- 
grams compared with the corresponding properties of urorosein. By 
this means it has been shown, contrary to previous views, that urorosein 
is not a £.f’-diindolylmethene dyestuff. The isolation of the urorosein- 
base and a compound, probably its methyl ester, is described. 
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(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Dezember 1955) 


In einer gemeinsamen Arbeit haben wir uns seit November 1953 
mit der Konstitutionsaufklirung der Neuraminsiure beschiaftigt. Da 
in letzter Zeit verschiedene Veréffentlichungen iiber Neuraminsiure und 
eng verwandte Verbindungen mit Konstitutionsvorschligen erschienen 
sind, geben wir unsere bisherigen Ergebnisse ebenfalls bekannt. 

Methoxy-neuraminsaéure wurde nach der Vorschrift von Klenk 
und Lauenstein! aus Submaxillarismucin isoliert. Es wurde lediglich 
noch eine Verteilungschromatographie an Cellulosepulver eingeschaltet, 
wodurch sich in einem Arbeitsgang sofort etwa 50% der mit Hilfe der 
Bialschen Orcin-Reaktion im Submaxillarismucin ermittelten Menge an 
Methoxy-neuraminsaure in kristallisierter Form isolieren lassen. 

Es war anzunehmen, da sich in dem Gangliosid, aus dem Methoxy- 
neuraminséure zuerst von Klenk? isoliert worden ist, keine Methoxyl- 
gruppe befindet, sondern daB diese erst nachtraglich bei der Spaltung des 
Lipoids mit methanolischer Salzsiure eingetreten ist*. Dies wurde von 
uns mit Hilfe von “CH,OH bei der Isolierung aus Submaxillarismucin 
bewiesen. Da dann Klenk und Faillard‘ aus dem gleichen Ausgangs- 
material durch Erhitzen mit Wasser N-Acetyl-neuraminsiure freilegen, 
in Substanz isolieren und sie mit methanolischer Salzsiure in die er- 
waihnte Methoxyl-Verbindung iiberfiihren konnten, stellt diese demnach 
das Methylglykosid der Neuraminsiure dar. 

Schwierigkeit bereitet die Aufstellung der richtigen Summenformel 
der Neuraminsiure, die als solche noch unbekannt ist, wegen der Ahnlich- 
keit der Analysenwerte fiir die in Frage kommenden Formeln C,)H,,O,N 
und C,H,,0,N. Eine geniigende Anzahl von Analysen* liegt nur fiir das 
Methylglykosid vor. Eine Mittelung simtlicher veréffentlichter Ele- 
mentaranalysen ergibt folgende Werte in %: C42,45, H 6,95 N 4,47, die 


1 E. Klenk u. K. Lauenstein, diese Z. 291, 147 [1952]. 
2 E. Klenk, diese Z. 268, 50 [1941]. 
3 KE. Klenk, diese Z. 278, 77 [1942], Anmerkung. 
+ E. Klenk u. H. Faillard, diese Z. 298, 230 [1954]. 
* Siehe Versuchsteil. 
3* 
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mit den fiir die Summenformel C,,H,,0,N berechneten (C 42,42, H 6,80 
N 4,50) besser iibereinstimmen als mit den fiir C,)H,,O,N (C 42,68, 
H 6,81, N 4,98) berechneten. Demnach hat die freie Neuraminsaéure die 
Summenformel C,95H,,0,N, worauf unsere nachfolgenden Betrachtungen 
basieren und die auch durch die unten beschriebenen Experimente 
weiter gestiitzt wird. 

Als Molekulargewicht des Neuraminsiiure-methylglykosids, das 
noch nicht bestimmt worden ist, haben wir kryoskopisch in Wasser den 
Wert 273 und 276 gefunden; ber. ist 311. Zum Vergleich wurden auf 
die gleiche Weise die Mol.-Gewichte zweier weiterer Substanzen ermittelt : 
Mannit gef. 173, ber. 182; N-Acetyl-D-glucosamin gef. 200, ber. 221. 


An funktionellen Gruppen sind im Neuraminsaure-methyl- 
glykosid nachgewiesen worden: 1 Carboxylgruppe®®, 1 prim. Amino- 
gruppe** 5, 1 Methoxygruppe* *. Nicht vorhanden sind: Acetylgruppe. 
Saureamidgruppe® oder eine reduzierende Gruppe®. In der N-Acety]- 
neuraminsadure wurden ermittelt: 1 reduzierende Gruppe, titrierbar 
nach Willstatter-Schudel*, 1 N-Acetyl-Gruppe*. 

Die Aminogruppe steht nicht in «-Stellung zur Carboxylgruppe. 
denn beim Erwirmen des Methylglykosids mit Ninhydrin werden nur 
etwa 0,11 Moll. CO, frei*. Wird aber die N-Acetyl-neuraminsiure nach 
Willstatter-Schudel oxydiert, die N-Acetylgruppe abgespalten und 
dann die Ninhydrinreaktion ausgefiihrt, so werden 0,86 Moll. CO, frei. 
Die Aminogruppe steht demnach neben dem aldehydischen (glykosi- 
dischen) C-Atom. 

Weitere Einblicke in den Aufbau der Neuraminsiure hat die 
Perjodatspaltung erbracht. Yamakawa und Suzuki® haben bei der 
Oxydation von Neuraminsiure-methylglykosid einen raschen Verbrauch 
von 3 Moll. Kaliumperjodat festgestellt, wobei 1 Mol. Ameisensaiure 
gebildet wird. Ferner fanden sie, daB 0,85 Moll. Ammoniak bei Vornahme 
der Spaltung in Boratpuffer bei pu 9,6 frei werden. Dieser Befund 
konnte von uns nach der Methode von Convay bestatigt werden *. 

Wir haben die Perjodatspaltung eingehend untersucht. Auch 
Perjodatverbrauch und titrierbare Siure stimmen bei kurzzeitiger Ein- 
wirkung und Verwendung von Natriumperjodat -+- Kaliumchlorid mit 
den Ergebnissen der japanischen Autoren iiberein. Bei 48-stdg. Ein- 
wirkung des Oxydationsmittels steigt der Perjodatverbrauch bis auf 
4% Moll. an und 1,6 Moll. Saure sind titrierbar. Bei Verwendung von 
Natriumperjodat allein werden rasch mehr als 31% Moll. verbraucht 
und 1 Mol. Siure wird bestimmbar. Innerhalb von 48 Stdn. steigt der 
Natriumperjodat-Verbrauch auf 5% Moll. an, 2 Moll. Siure werden frei 
(vgl. Abb. 1). 















































5 T. Yamakawa u. S. Suzuki, J. Biochemistry [Tokyo] 39, 175 [1952]. 
6 J. R. E. Hoover, G. A. Braun u. P. Gyérgy, Arch. Biochem. Biophysics 
47, 216 [1953]. 
* Siehe Versuchsteil. 
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Geschwindigkeit und Héhe des Perjodatverbrauchs variieren also 
mit dem Oxydationsmittel (KJO, bzw. NaJO,). Nach Hirst und 
Mitarbb.’ hangt die Geschwindigkeit der Oxydation und eine evtl. 
.,Uberoxydation“ unter anderem vom px der Lésung und der Konzen- 



































Abb. 1. Perjodatoxydation von = 44 soi i ee ae 
Neuraminsiure-methylglykosid. >" molek Perjodatverbrauch 
Abszisse: Zeit inStdn., Ordinate: = 3 
molek. Perjodatverbrauch bzw. 
Moll. titrierte Saure. 2 
oe NaJO, id anes 
o—o NaJO, + KCl Mol. aur: Saure 
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tration des Perjodats ab. Es gelang den Autoren bei einigen Verbin- 
dungen, durch Verwendung von Kaliumperjodat bzw. Natriumperjodat +- 
Kaliumchlorid an Stelle von Natriumperjodat eine Uberoxydation zu 
vermeiden oder sie doch zu verlangsamen. 

Wir haben ferner bei unseren Versuchen 0,7 Moll. Formaldehyd 
gefunden, der als Dinitrophenylhydrazon und als Dimedonderivat isoliert 
und durch Schmp., Mischschmp. und beim Formaldimedon durch 
Elementaranalyse identifiziert wurde. 
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Abb. 2. Perjodatoxydation (NaJO,) von N-Trifluoracetyl-neuraminsaure-methy]- 
glykosid und Ba-Salz von N-Acetyl neuraminsiure-methylglykosid. Abszisse: Zeit 
in Stdn., Ordinate: . 


Re Perjodatverbrauch ae Mol titrierte Saure 


N-Trifluoracetyl-neuraminsiure-methylglykosid 
---- Ba-Salz des N-Acetyl-neuraminsaure-methylglykosids (noch anorg. Salze 
enthaltend) 


o- 


Blockiert man im Neuraminsiure-methylglykosid die Aminogruppe 
durch Acylierung, so nimmt die Perjodatspaltung einen durchsichtigeren 
Verlauf. So haben wir das N-Trifluoracetyl-neuraminsiure-methy]l- 
glykosid aus Neuraminsiure-methylglykosid mit Trifluoracetanhydrid 


7 TG. Halsall, E. L. Hirst u. J. K.N. Jones, J. chem. Soc. [London] 
1947, 1427. 
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dargestellt und in amorpher, fester Form mit stimmender Stickstoff- 
Analyse erhalten. Es verbraucht rasch 2 Moll. NaJO,, wobei 1 Mol. 
Saure neu entsteht (das andere Mol. titrierte Saure riihrt von der Neu- 
tralisation der freien Carboxylgruppen her; vgl. Abb. 2). AuBerdem 
wurden 0,6 Moll. Formaldehyd als Dinitrophenylhydrazon oder Formal- 
dimedon isoliert. Es findet keinerlei Weiteroxydation statt. Analog ver- 
hielt sich das noch mit anorganischen Salzen verunreinigte Bariumsalz 
des N-Acetyl-neuraminsiure-methylglykosids (Darstellung mit Hilfe von 
Keten). Es verbrauchte 1,6 Moll. NaJO,, wobei 0,8 Moll. Saure frei 
wurden. Es trat ebenfalls keine Weiteroxydation ein (vgl. Abb. 2). 
Das Infrarotspektrum (Abb. 3) laBt eine Betain-Struktur erkennen, 
und zwar sind dafiir die breite intensive Bande bei 6,30 und die 
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Abb. 3. Infrarotspektrum von Neuraminsdure-methylglykosid, in KBr gepreBt. 


schwichere scharfe Bande bei 6,60 « charakteristisch, wie der Vergleich 
mit den Spektren einer groBen Zahl (allerdings «-)Aminosiuren zeigt. 
Die Bande bei 6,30 u ist der C—O-Valenzschwingung im Carboxylanion 
zuzuordnen. Eine weitere schwache charakteristische Bande der Betaine 
liegt bei 4,75 4; im angefiihrten Spektrum tritt auch tatsichlich eine 
Bande bei 4,8 « auf. Diese Deutung wird weiter dadurch gestiitzt, daB 
im Spektrum des Hydrochlorids des Neuraminsiure-methy}glykosids 
eine freie Carboxylgruppe, charakterisiert durch eine C—O-Valenz- 
schwingung bei 5,81 yu zu erkennen ist. 

Unter Einbeziehung aller aufgefiihrten Befunde kann man folgende 
Teilstruktur fiir Neuraminsiure-methylglykosid aufstellen*: 


roe Pails. | 
CH-OCH, CH,OH peas : 


_ ‘hve O CH-OH 1C 
! 


—C—OH —C—OH [ H 
| | | 

—C— <— kein Hydroxyl —> —C— 10 

| | 


* In allen in dieser Arbeit angegebenen Strukturformeln sind die sterischen 
Verhaltnisse noch ungeklart. 
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Die Gruppierung CH,OH-CH OH-COH-CO,H kann nicht vor- 
handen sein, weil sonst bei der Perjodatoxydation der N-Trifluoracetyl- 
Verbindung 1 Mol. Perjodat langsam mehr verbraucht werden miiBte 
unter Bildung eines weiteren Molekiils Saéure (vgl. Abb. 2). 

In dieser Teilformel ist — abgesehen von sterischen Fragen — noch 
die Stellung der Carboxylgruppe und die Verkniipfung der mit einer 
CH,OH-Gruppe endenden Kette mit dem die Aminogruppe tragenden 
Molekiilteil zu ermitteln. Méglich ist eine C—C-Verkniipfung oder eine 
Atherbindung C—O—C. Im Falle einer Atherbindung sollten, wenn auch 
schwierig, bei Hydrolyseversuchen Bruchstiicke zu fassen sein. 





© 05 © 054 O 058 Wasg 
Abb. 4. Papierchromatogramme von 
desaminiertem Neuraminsaure- 
methy.glykosid, mit 2-n. HCl erhitzt 
(A und C), sowie p-Glucuron, mit © 037 © 036 
2-n. HCl erhitzt (B und D). A und B © 030 © 030 
mit n-Butanol-Essigséure-Wasser 


(4: 1:5), C undD mit Athanol-konz. | © 023 © 023 © 023 ©2023 
Ammoniak-Wasser (80 :4:16). Auf- 
steigend auf Whatman Nr. 1-Papier. () 04 CO 0% 
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Eine Hydrolyse des Methylglykosids mit verd. Mineralsauren fiihrt 
nicht zu definierten Reaktionsprodukten? 4, da unter Ausscheidung 
eines dunklen Niederschlages durchgreifende Zersetzung eintritt. Wir 
haben es daher mit Hilfe von N,O, in essigsaurer Lésung desaminiert, 
wobei offen bleibt, ob dabei die Aminogruppe durch eine Hydroxyl- 
gruppe ersetzt wird oder ob ein cyclischer Ather entsteht. Das Reaktions- 
produkt wurde mit 2-n.HCl auf dem siedenden Wasserbad 1 Stde. er- 
hitzt. Nach dem Einengen bis zur Trockne wurde in Butanol-Eisessig- 
Wasser (4:1:5 Vol.) im Vergleich mit einer analog mit Salzsiure behan- 
delten Probe D-Glucuron chromatographiert. Mit Hilfe von alkalischem 
Triphenyltetrazoliumchlorid® oder mit der Perjodatreaktion® lassen 
sich Flecke gleichen Ry-Wertes nachweisen. Dasselbe gilt fiir Chromato- 
gramme, bei denen das Lésungsmittelgemisch aus Athanol-konz. Ammo- 
niak-Wasser (80:4:16 Vol.) bestand (Abb. 4). 

Ferner wurde V-Acetyl-neuraminsiure nach Willstatter-Schudel 
oxydiert und dann mit konz. Jodwasserstoffsiure und rotem Phosphor 
erhitzt, um eine hydroxylgruppenfreie Amino-dicarbonsaure zu erhalten. 
In gleicher Weise wurde die von Heyns und Paulsen? dargestellte 
Glucosaminuronsiure (2-Amino-2-desoxy-D-glucuronsiure) behandelt. 
Nach Entfernung der anorganischen Verbindungen wurde mit n-Butanol- 

8 K. Wallenfels, Naturwissenschaften 37, 491 [1950]. 


® R. L. Metzenberg u. H. K. Mitchell, J. Amer. chem. Soc. 76, 4187 [1954]. 
10 K. H. Heyns u. H. Paulsen, Chem. Ber. 88, 188 [1955]. 
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Essigsiure-Wasser chromatographiert. Auch hierbei ergab sich beim 
Hauptfleck und einer Reihe von schwicheren Flecken Ubereinstimmung 
der Ry-Werte bei der Farbreaktion mit Ninhydrin (Abb. 5). 

Auf der Héhe der 2-Amino-adipinsiiure zeigte sich bei beiden 
Chromatogrammen nur ein sehr schwacher Fleck. Jeder Hauptfleck 
(Ry 0,15 bzw. 0,16) wurde mit Wasser eluiert und im gleichen Gemisch 
sowie mit n-Butanol-Pyridin-Wasser (3:1:1,5 Vol.) und mit n-Butanol- 
Athanol-Wasser (5:1:1 Vol.) erneut chromatographiert. Dabei trat in 
jedem Gemisch Aufspaltung in 2 Flecken ein, die stets die gleichen 
Ry-Werte zeigten, auch im Mischchromatogramm. 

Da diese Versuche auf eine hydrolytische Spaltbarkeit des Neur- 
aminsduremolekiils in einen C,- und einen C,-Baustein hindeuten, haben 
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039 Abb. 5. Papierchromatogramme: A Verbindun- 
Ou gen aus N-Acetyl-neuraminsiure nach Will- 
© 032 0% statter-Schudel oxydiert und mit HJ + P 
©0277 ©2028 reduziert. B dito aus 2-Amino-2-desoxy-D-glu- 


_| curonsiure. C zum Vergleich «-Amino-adipin- 
3(019) _ (020) Qa siure. n-Butanol-Essigsiure-Wasser (4:1: 1), 








Q Py Q 4 020 Whatman No. 1 Papier absteigend. 
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wir Neuraminsiaure-methylglykosid 4 bis 5 Tage mit konz. Bromwasser- 
stoffsiure (66-proz.) bei 0° behandelt. K. Hess und F. Neumann?! 
konnten so Methylather der Glucose spalten. Nach Entfernung der Brom- 
wasserstoffsiure zeigte ein Chromatogramm in n-Butanol-Essigsiure- 
Wasser (4:1:1 Vol.) kein Neuraminsiure-methylglykosid mehr, wohl 
aber 4 neue ninhydrinpositive Verbindungen mit den Ry-Werten 0,02 
(Farbreaktion gelbbraun), 0,05, 0,08 und schwacher 0,18 (Farbreaktionen 
violett), ferner zwei sich schon beim Erhitzen ohne Ninhydrin dunkel- 
firbende Flecke (Ry 0,30 und 0,51). Die Verbindung mit dem Ry-Wert 
0,02, nachfolgend ,,Verbindung Ry 0,02“ genannt, lieB sich ohne 
groBe Schwierigkeiten in krist. Form gewinnen. Die bromwasserstoff- 
freie wiBrige Lésung wurde auf kleines Volumen gebracht und mit dem 
8—1l0fachen Volumen Athanol versetzt. Der Niederschlag wurde noch 
dreimal auf die gleiche Weise umgefillt, sodann in wenig Wasser gelést 
und mit Alkohol bis zur Triibung versetzt. Nach dem Anreiben schied 
sich beim Stehenlassen im Eisschrank ,,Verbindung Ry 0,02“ kristallin 
ab. Sie wurde aus Wasser + Alkohol und aus Wasser umkristallisiert. 

Die Elementaranalyse nach dem Trocknen im Vak. bei 100° iiber 
P,O, (kein Gewichtsverlust) ergab die folgenden Werte: 


C,9H;,0,N (297,3) Ber. C 40,40 H6,44 N 4,71 
Gef. C 40,33 H 6,47 N 4,96 (5,07) OCH, 0,33 


1. K. Hess u. F. Neumann, Ber. dtsch. chem. Ges. 68, 1371 [1935]. 
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>im are +58,3° (c = 0,58, in Wasser). Schmp.: ab 180° langsame Braun- 


ing firbung, zwischen 200 und 220° Zersetzung. Im Infrarotspektrum 









































































































































(Abb. 6) ist keine Bande zu erkennen, die einer Lactongruppierung 
len zuzuordnen ist. Die Banden bei 6,15 und 6,60 ~ deuten auf eine Betain- 
eck struktur. 
sch 
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of Abb. 6. Infrarotspektrum von ,,Verbindung Rr 0,02‘, in KBr gepreBt. 
5 4), 

' Wie erwartet, ist die neue Verbindung methoxylfrei, der geringe 
gefundene Wert ist bedeutungslos oder kann vorgetiuscht sein. Es 
handelt sich jedoch nicht um die entglykosidierte Neuraminsaure, denn 
bei einem Versuch zur Riickverwandlung in Neuraminsiure-methy]- 

ser- glykosid mit methanolischer Salzsiure und Verseifung mit Baryt wird 
nl die ,,Verbindung Ry 0,02‘. unveraindert zuriickerhalten. Auch zeigt 
m- sie keine reduzierenden Eigenschaften gegeniiber Triphenyltetrazolium- 
ire- chlorid. Sie reduziert ammoniakalische Silbernitratlésung ebenfalls nicht, 
rohl 
),02 f 5 — eeeT. 
nen mgs 
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och Abb. 7. Perjodatoxydation (NaJO,) von ,,Verbindung Rr 0,02“. 
list Abszisse: Zeit in Stdn., Ordinate: oo molek. Perjodatverbrauch 
‘ied e--—e Moll. titrierte Saure 


in wohl aber nach Zusatz von Natronlauge, wie dies bei Zuckeralkoholen 
ert. § der Fall ist. An Natriumperjodat verbraucht die Verbindung innerhalb 
ber von 15 Min. 1,27 Moll., innerhalb von 48 Stdn. 2,6 Moll. Es wird jedoch 
keine Saure freigesetzt (Abb. 7). An Formaldehyd wurden 0,81 Moll. als 
Formaldimedon nach dem Uberdestillieren isoliert. 

Obwohl also die Methoxylgruppe bei der Behandlung von Neuramin- 
siure-methylglykosid abgespalten wurde, ist in der ,,Verbindung Ry 
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0,02“ die Aldehydgruppe wieder verschlossen. Eine einfache intra- 
molekulare Glykosidbildung kann aber nicht erfolgt sein, da die Summen- 
formel dann C,9H,,0,N fiir ,,Verbindung Ry 0,02“ lauten miiBte und 
nicht, wie gefunden, C,)H,,O,N. Man mu8 daher schlieBen, daB beim 
Ubergang von Neuraminsiure-methylglykosid in ,,Verbindung Ry 0,02“ 
zunichst die Methylglykosidbindung gespalten, sodann eine neue Gly- 
kosidbindung gekniipft und eine andere Bindung hydrolytisch gespalten 
wird. Da die Ausbeute an ,,Verbindung Ry 0,02“ etwa 50% d. Th. 
betrigt, ist eine umgekehrte Reihenfolge der beiden letzten Schritte 
nicht sehr wahrscheinlich. 

Auf Grund der angefiihrten Ergebnisse méchten wir die folgenden 
Formeln zur Diskussion stellen*. Sie stehen in Ubereinstimmung mit 
den Elementaranalysen, dem Mol.-Gewicht, den ermittelten funktio- 
nellen Gruppen, den Ergebnissen der Perjodatspaltung an Neuramin- 
siure-methylglykosid und N-Trifluoracetyl-neuraminsiure-methylgly- 
kosid sowie den hydrolytischen Spaltungsversuchen, der Elementar- 
analyse und den Ergebnissen der Perjodatspaltung an ,,Verbindung 
Ry 0,02 und der Gberfithrbarkeit von N-Acetyl-neuraminsaure in 
Neuraminsaure-methylglykosid. 


me sRscitiy 7 ae a 
CH-OCH, | CH-OH | CH,OH 
CH-NH, 0 ~ CH-NH-COCH, 0 CH-OCH-CHOH-CH,0O 
| | | 
CHOH | CH-OH CH-NH, 
OH j Fee | ers 
,} yf OCs -(CHOH)},-CH,OH dy | OCHe [CHOH], CH,OH ee 
CO,H CO,H CH-OH 

bon 
Neuraminsaure-methylglykosid §N-Acetyl-neuraminsaiure »,Verbindung Rr 0,0? 


Ein starker Anhalt fiir diese Formeln wire der Nachweis von 
Erythrit bei den Spaltungsversuchen. Es ist uns bis jetzt aber nicht 
gelungen, diesen auch nur papierchromatographisch sicher zu fassen. 

Strukturvorschlaige fiir das Neuraminsiure-methylglykosid sind 
von Yamakawa und Suzuki® und von Gottschalk! veréffentlicht 
worden. Nachfolgend ist von den Gottschalkschen Vorschligen nur 
der zweite wiedergegeben, da er seinen ersten selbst verlassen hat. 


* Blix u. Mitarbb.!2 nehmen fiir ihre Sialinsiure eine verzweigte Kohlen- 
stoffkette an. Heyns u. Paulsen?® haben im Zusammenhang mit der Synthese 
der Glucosaminuronsaure bereits auf die Méglichkeit hingewiesen, daB diese ein 
Baustein der Neuraminséure sein kénnte, was von uns?! schon 1954 diskutiert 
wurde. 

122 G. Blix, E. Lindberg, L. Odin u. J. Werner, Nature [London] 175, 
340 [1955]. 

18 H.Schéne, Diplomarbeit Tiibingen 1954. 

44 A, Gottschalk, Nature [London] 174, 652 [1954]. 

15 A. Gottschalk, Nature [London] 176, 881 [1955]. 
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GH-ocH, | H,CO—¢—CO,H . 
CHN H, 0 bn, O 
CH-OH (HOH 
CH-OH GHNH, 
CH a CH 
CH, (HOH 
OH-On (HOH 
CH-OH én,0H 
d0,H 

Yamakawa u. Suzuki 19524 Gottschalk 195515 


Die Vorstellungen der japanischen Autoren kénnen die Bildung von 
Formaldehyd und den Oxydationsverlauf mit Perjodat bei dem N- 
Trifluoracetyl-neuraminsiure-methylglykosid nicht erkliren. Die Formel 
von Gottschalk steht im Widerspruch zu der Feststellung, daB nach 
der Oxydation von N-Acetyl-neuraminsiure nach Willstatter- 
Schudel und nach der Abspaltung der Acetylgruppe eine «-Aminosaure- 
gruppierung nachgewiesen wurde. Auch laBt sie sich nicht in Einklang 
bringen mit unseren Hydrolyseversuchen und der Bildung der ,,Ver- 
bindung Ry 0,02“, die bei Annahme einer fortlaufenden C—C-Kette 
unter Abspaltung eines Molekiils Wasser verlaufen miiBte. Gottschalk 
hat durch seine vorgeschlagene Formel die Entstehung von Pyrrol-x- 
carbonsiure erkliren wollen. Der Verlauf der Reaktion zwischen N- 
Acetylneuraminsiure und Alkali unter Bildung der Pyrrol-x-carbon- 
siure ist méglicherweise recht komplex. 

Durch eine Veréffentlichung von Blix und Mitarbb.’ und durch 
die eigenen Befunde ist es nun méglich geworden, die Verwandtschaft 
von Neuraminsiaure, Sialinsiure!:1*-?3 ynd Gynaminsiure™* mit ziem- 
licher Sicherheit festzulegen. 

Die folgende Gegeniiberstellung (Tab. 1) von N-Acetyl-neuramin- 
siure, Gynaminsiure und Sialinsiure aus Schafsmucin soll die Identitat 
aller drei Substanzen zeigen. Beziiglich der von Kuhn und Brossmer?*® 


16 G. Blix, L. Svennerholm u. J.Werner, Acta chem. scand. 6, 358 [1952]. 

17 J. Werner u. L. Odin, Acta Soc. med. Upsala 57, 230 [1952]. 

18 L. Odin, Nature [London] 170, 663 [1952]. 

19 J. Werner u. G. Blix, 3. Congrés Intern. de Biochem. Bruxelles 1. bis 
6. 8. 55. 

20 L. Odin, Acta chem. scand. 9, 714 [1955]. 

21 L. Odin, Acta chem. scand. 9, 862 [1955]. 

22 L.Svennerbolm, Acta chem. scand. 9, 1033 [1955]. 

23 L. Odin, Acta chem. scand. 9, 1235 [1955]. 

#4 F, Zilliken, G. A. Braun u. P. Gyérgy, Arch. Biochem. Biophysics 54, 
564 [1955]. 
25 R. Kuhn u. R. Brossmer, Chem. Ber. 87, 123 [1954]. 
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Tab. 1. Vergleichende Zusammenstellung der von den drei diskutierten Verbin- us 
dungen bekannten Daten. © pr 
N-Acetyl- Gynamin- Sialinsaure Ne 
neuraminsaure saiure aus Schafsmucin 
Elementarana- 
lyse 424,12,23, 20 keine Angabe der 
‘ C 42,17 (42,28)*°%| 42,479 | Analysenwerte, Tak 
H 6,32 (6,13)*% 6,35% aber Summenformel 
C,H, ,0,N 
N 4,14% 4,34% 4,38% ae 
CH,CO 12,25% 12,21%, 14,96%, 
OCH, 1,74 (1,68)%, 0% am 
C(CHs) 4,80% Gar 
Gar 
‘ 174° 185—187° (vorher ‘ 
Schmp.%1)® (Zers.) Braunfarbung) ~ 
é 
Opti 21 25 - 2 
Brohanag 91,8 [x]2?: —31,79 [a]2?: —32,19| [a]2!: —320 met 
n 
Perjodat- 1 Sion te dl 1 CH,OH, keine An.) Lip 
»12,23 “ pet pametl 
spaltung® glykosid bestimmt gabe der Werte n 
Willstatter-Schudel- U 
ous Pernt gg 1 Aldehydgruppe 1 Aldehydgruppe 4 
Bialsche ol iolet: R 
Reaktion 424-18 rot-violett purpur violett 
oe 24,18 rot rot rot-violett Am 











Anm. Nach Trucco und Caputto* stimmen die Spektren der Reaktionsprodukte von Bial- 
Reagens mit Neuraminlactose aus Rattenmilchdriisen und mit Sialinsiure aus Submaxillarismucin 
iiberein. nete 


* Siehe Versuchsteil. 
26 R. E. Trucco u. E. Caputto, J. biol. Chemistry 206, 901 [1954]. 
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aus Mucoproteiden des Kuh-Colostrums isolierten Methoxyverbindung 
der Lactaminsaiure wollen wir uns einer Stellungnahme enthalten. Es 
sei jedoch darauf hingewiesen, daB das Infrarotspektrum der N-Acetyl- 
neuraminsiure (Abb. 8) mit dem von Kuhn und Brossmer fiir die 
Methoxyverbindung der Lactaminsiure veréffentlichten?> vollstindig 
iibereinstimmt. 

Die Identitit der N-Acetyl-neuraminsiure mit der Gynaminsiure 
haben Gyérgy und Mitarbb.24 durch Uberfiihrung in Neuraminsiure- 
methylglykosid in gleicher Weise wie Klenk und Faillard* in ihrer 
Arbeit iiber N-Acetyl-neuraminsaure bewiesen. Alle angefiihrten Daten 
lassen auch kaum einen Zweifel an der Identitat von N-Acetyl-neuramin- 
siure und Sialinsiiure aus Schafsmucin. Auch die Sialinsiuren anderer 
Zusammensetzung, iiber die Blix und Mitarbb.!* '® neuerdings, jedoch 
ohne irgeudwelche experimentellen Angaben, berichten. diirften Neu- 
raminsiure als Grundkérper enthalten Dies geht aus den in Tab. 2 
zusammengestellten Befunden hervor, wonach aus zahlreichen Muco- 
proteiden und mucinhaltigem Material verschiedenster Herkuntt das 
Neuraminsaure-methylglykosid isoliert werden konnte. 


Beschreibung der Versuche* 


Tab. 2, Analysen von Neuraminsaure-methylglykosid und N-Acetyl- 
neuraminsaure. 


1. Neuraminséure-methylglykosid 























isoliert aus: C H N NH, N |X !og 

Gangliosid? 42,58 6,79 4,61 4.72) —54,91° 
Gangliosid 2? 4,41 — 55,0 
Rindersubmaxil- 

larismucin! 42,51 6,97 4,73 (4,69) —55,1° 
mensch], Harn- 

mucin? 42,48 7,10 4,43 — 54,3° 
Lipoid d. Pferdeery- 

throcytenstro- 

mas 28 42,60 7,01 4,62 (4,65) —55,15° 
Umwandlungspro- 

dukt v. N-Acetyl- 

neuraminsdure aus 

Rindersubmaxil- 

larismucin* 42,26 6,84 4,51 (4,47) | 4,44 (4,51) | —54,4° 
Amyloidose-Leber?® 42,65 7,03 4,31 (4,43) — 55,2° 


* Die mit ¢ bezeichneten Versuche wurden in Tiibingen, die mit tf bezeich- 
neten in K6éln ausgefiihrt. 

27 KE. Klenk, diese Z. 288, 216 [1951]. 

28 E. Klenk u. H. Wolter, diese Z. 291, 259 [1952]. 

29 E. Klenk u. H. Faillard, diese Z. 299, 191 [1955]. 
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Tab. 2. (Fortsetzung.) 








isoliert aus: c H N NH,-N [a]>?, 

Glykoproteid d. 

Kalberserums*° 42,60 7,06 4,46 (4,50) — 56,5° 
Rindererythrocyten- 

stroma *! 42,58 7,05 4,33 (4,36) — 55,8° 
Lipoid des Pferde- 

erythrocytenstro- 

mas32* 42,41 6,54 4,95 
Frauenmilch® 42,08 7,06 4,37 — 49,5° 
Blutserum** 42,41] 7,19 4,49 (4,42) —55,0° 




















* Uber die Identitat von Himataminsaure und Neuraminsiure-methylglykosid vgl. Klenk 
und Wolter*, 


Aus Rindersubmaxillarismucin nach Klenk und Faillard* gewonnenes 
Neuraminsaure-methylglykosid wurde nochmals vollstandig analysiert fT: 
10,055 mg der i. Vak. bei 60° getrockneten Sbst.: 15,58 mg CO,, 6,191 mg H,O. -- 
3,037 (4,436) mg Sbst.: 0,975 (1,390) ccm »/100-HCl. — 7,926 (7,926) mg Sbst.: 
0,313 (0,324) cem N, (758 Torr, 24°). — 2,733 (2,915) mg Sbst.: 1,69 (1,80) ccm 
n/30-Na,8,0;, entspr. 0,291 (0,31) mg OCH3. 

C,yH_0,N (31,3) 

Ber. C 42,44 H 6,80 N 4,50 NH,-N 4,50 OCH, 9,98 

Gef. C 42,30 H 6,88 N 4,49 (4,39) NH,. N 4,40 (4,55) OCH, 10,65 (11,01) 

a«-Aminosaure-Stickstoff und CH,CO sind nicht nachweisbar. Reaktion mit 
Bials Reagens: 1,024 (1,882) mg Sbst.: gelést in 20 com H,O, hiervon 1 com + 1 ccm 
Bials Orcin-Reagens: 15 Min. 100°, mit 5ccm Amylalkohol ausgeschiittelt: 
E = 0,492 (0,904). 


2. N-Acetyl-neuraminsaure 


isoliert aus: Cc H N  CH,;CO OCH, = [«]}, 
Rindersubmaxillarismucin* 42,17 6,32 4,14 (4,07) 12,25 1,74 (1,68) —31,7° 
Harnmucin durch enzyma- 

matische Spaltung*4 42,43 6,27 4,11 11,65 
Frauenmilch** 42,47 6,35 4,43 19,21 0 —32,1° 


Aus Rindersubmaxillarismucin nach Klenk und Faillard* gewonnene 
N-Acetyl-neuraminséure wurde nochmals umkristallisiert und erneut analy- 
siert ff. 

3,325 mg der i. Vak. bei 60° getrockneten Sbst.: 5,155 mg CO,, 1,820 mg H,0. — 
CygH_,0)9N (339,3) 

Ber. C 42,43 H 6,23 N 4,13 CH,CO 12,70 OCH, 0 

Gef. C 42,28 H 6,13 

Die Ninhydrin-Reaktion ist negativ, die Trommersche Probe positiv. Die 
Bialsche Reaktion wird mit rot-violetter Farbe gegeben, mit Ehrlichs Reagens 
reagiert die-Substanz ohne vorherige Alkalibehandlung bereits in der Kalte nach 
etwa 2 Min. mit Rotfarbung, die beim Erwarmen sehr intensiv wird. 


30 K. Klenk u. W. Stoffel, diese Z. 302, 286 [1955]. 

31 E. Klenk u. W. Stoffel, diese Z. 303, 78 [1956]. 

32 T. Yamakawa u. S. Suzuki, J. Biochemistry [Tokyo] 88, 199 [1951]. 
33 P. Bohm u. L. Baumeister, diese Z. 300, 153 [1955]. 

34 E. Klenk, H. Faillard u. H. Lempfrid, diese Z. 301, 235 [1955]. 
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Isolierung) von Neuraminsaiure-methylglykosid aus Submaxilla- 
rismucin f 

Es wurde im wesentlichen nach der Vorschrift von Klenk und Lauenstein! 
gearbeitet, wobei aber die Extraktion der Essigsiure fortgelassen wurde. Nach 
Entfernung der restlichen Kationen mit einem carboxylgruppenhaltigen Aus- 
tauscher wurde eine Verteilungschromatographie an Cellulosepulver angeschlossen. 
Dazu wurde die Lésung im Olpumpenvakuum méglichst weit eingeengt und der 
Sirup mit Whatman-Papierpulver zu einem Brei geknetet. Dieser wurde als feine 
Schicht auf eine Cellulosesiule von 30 cm Héhe und 7cm@ gebracht. Mit einem 
Gemisch von n-Butanol-Essigsiure-Wasser (4: 1:5) wurde entwickelt. Da das 
Neuraminsaure-methylglykosid langsamer wandert als die anderen ninhydrin- 
positiven Substanzen, enthielten die ersten Fraktionen nur diese. Das ablaufende 
Lésungsmittelgemisch wurde in 50-ccm-Fraktionen aufgefangen, und jede einzelne 
Fraktion wurde papierchromatographisch auf Neuraminsiure-methylglykosid ge- 
prift. Nachdem etwa 17 durchgelaufen war, begann Neuraminsiure-methyl- 
glykosid zu erscheinen. Seine Menge vermehrte sich in den weiteren Fraktionen. 
Diese Fraktionen zeigten im Papierchromatogramm noch ninhydrinpositive Flecke 
mit den Rr-Werten 0,18, 0,24 u. 0,26 (Whatman Nr. 1; n-Butanol-Essigsiure- 
Wasser, 4: 1 : 5, aufsteigend). Sie wurden daher gesondert aufgefangen (Fraktion A). 
Als die Menge dieser Beiprodukte zuriickgegangen war und das Neuraminsaure- 
methylglykosid vorherrschte, wurde die Cellulosesiule mit Wasser gewaschen, bis 
die Elution des Methylglykosids beendet war (Fraktion B). 

Die Fraktion A wurde in gutem Vakuum zum Sirup eingeengt, in etwas 
Wasser gelést, wieder zum Sirup eingeengt, nach erneutem Auflésen in Wasser mit 
etwas Kohle entfarbt, auf kleines Volumen eingeengt und mit der 5—6fachen 
Menge Athanol versetzt, wobei die Verbindung zuerst flockig, nach dem Anreiben 
aber kristallin ausfiel. Nach 2maliger Wiederholung dieser Umfallung wurde der 
erhaltene Niederschlag mit der aus Fraktion B durch Einengen und Ausfallen 
erhaltenen Hauptfraktion vereinigt. Es folgte 3maliges Umfallen aus Wasser mit 
Athanol und 2maliges Umkristallisieren aus Wasser. Aus 100 g Submaxillarismucin 
wurden 5,2 g Neuraminsaure-methylglykosid gewonnen. 

Mol.-Gew.-Bestimmungen wurden nach Beckmann in Wasser ausgefiihrt, 
es wurden 10 ccm aqua dest. verwendet. 111,91 mg bei 65° iiber P,O, getrocknetes 
Neuraminsaiure-methylglykosid ergaben eine Gefrierpunktserniedrigung von 0,075°. 
Mol.-Gew. gef. 276, ber. 311. 

176,86 mg Neuraminsaure-methylglykosid ergaben eine Gefrierpunkts- 
emiedrigung von 0,120°, Mol.-Gew. gef..273, ber. 311. 

Zum Vergleich wurde das Mol.-Gewicht von Mannit und N-Acetyl-glucosamin 
bestimmt. 54,24 mg Mannit: Gefrierpunktserniedrigung 0,058°, Mol.-Gew. gef. 
173, ber. 182. 160,37 mg N-Acetyl-glucosamin: Gefrierpunktserniedrigung 0,148°, 
Mol.-Gew. gef. 200, ber. 221. 


Spaltung von Submaxillarismucin mit “CH,OH und Chlorwasser- 
stoff ft 

Es wurden 2,5 g Submaxillarismucin in einer Mischung von 4,2 cem #CH,OH 
und 36,0 ccm 5,5-proz. methanol. Salzsaure 3 Stdn. im Bombenrohr bei 105° 
gespalten. Das radioaktive Methanol wurde abgedampft und in einer mit Aceton- 
Trockeneis gekiihlten Falle aufgefangen. Analog wurden weitere 7,5 g Submaxilla- 
rismucin mit nicht-radioaktiver methanol. Salzséiure auf 105° erhitzt. Nach Ab- 
dampfen i. Vak. wurde mit dem obigen radioaktiven Spaltansatz vereinigt. Die 
Riickstande wurden gemeinsam nach Klenk und Lauenstein! auf Neuramin- 
siure-methylglykosid aufgearbeitet. Ausb. 252 mg. Aus der Mutterlauge wurden 
noch 260 mg nach Klenk und Faillard‘* gewonnen. Zum Vergleich der Radio- 
aktivitaét wurde aus dem verwendeten 4CH,OH (aus obigem Destillat) das Pheny]- 
urethan dargestellt. Die Messung erfolgte in ,,wnendlich dicker“‘ Schicht unter 
einem diinnwandigen Fensterzahlrohr. 














48 Klenk, Faillard, Weygand und Schéne, __ Bd. 304 (1956) 
Neuraminséure-methylglykosid: 160 Imp./Min. Phenyl-methylurethan: 797 
Imp./Min. 


Beriicksichtigen wir, daB bei der Aufarbeitung auf 1/, verdiinnt worden ist, 
so kommen wir zu einem Verhiltnis der Impulse von 640: 797. Der Unterschied 
gegeniiber dem Verhaltnis 1:1 diirfte darauf beruhen, daB die Ausbeute bei der 
zweiten Spaltung von Submaxillarismucin, die mit der ersten radioaktiven ver. 
einigt wurde, héher war. 


Oxydation von N-Acetyl-neuraminsadure nach Willstatter-Schu. 
del und anschlieBende Bestimmung von «-Aminosaéure-Stickstoff tt 


10 mg N-Acetyl-neuraminsaéure wurden in 1 ccm Wasser gelést, 2 ccm n/10. 
J-KJ-Lésung und 4ccm n/10-NaOH hinzugefiigt und bei Zimmertemperatur 
20 Min. stehen gelassen, dann wurde mit Schwefelsiure schwach angesauert und 
die schwach saure Lésung zur Entfernung des Jods mit Chloroform mehrmals aus. 
geschiittelt, bis in der w48r. Lésung mit Starke kein Jod mehr nachzuweisen war. 
Das noch als Ion in Lésung befindliche Jod wurde durch Ausschiitteln mit Silber. 
oxyd als Silberjodid ausgefallt. Die Lésung wurde nach Filtrieren iiber wenig 
Kieselgur durch Zugabe von Kaliumperjodat und Starkelésung auf Jod-Freiheit 
gepriift. Dann fallte man die Schwefelsiure durch Zugabe eines kleinen Uber. 
schusses von Bariumhydroxyd aus und filtrierte das Bariumsulfat ebenfalls tiber 
wenig Kieselgur ab. Die jetzt noch in Lisung befindlichen Kationen (Na®, Ag®, 
Ba?®) wurden durch Filtrieren iiber eine kleine Saéule aus Lewatit C entfernt. Das 
Eluat wurde gefriergetrocknet. 8,73 mg aschefreie Substanz, leicht gelblich gefarbt. 
Sie wurde in 4ccm 5-proz. absolut methanol. Salzsiure aufgenommen und im 
Bombenrohr 3 Stdn. auf 105° erhitzt. AnschlieBend wurde i. Vak. bei Zimmer- 
temperatur die gelblich-braun gefairbte Lésung weitgehend eingeengt und durch 
wiederholte Zigabe von frischem Methanol und mehrfachem Kinengen bis fast 
zur Trockne die Salzséure entfernt. AnschlieBend wurde zur Trockne eingedampft 
und in 5 ccm Wasser aufgenommen. Zur Entfernung der noch in Lésung befind- 
lichen CI® wurde die waBr. Lésung mit frisch gefalltem Silberoxyd ausgeschiittelt 
und vom ausgefallenen Silberchlorid iiber wenig Kieselgur abfiltriert. Dann fallte 
man die Ag® durch H,S aus und entfernte den Schwefelwasserstoff nach Filtration 
aus dem Filtrat durch Hindurchleiten von Stickstoff bei etwa 30°. Man machte 
dann die Lésung mit Baryt schwach alkalisch und lieB zur Spaltung des Esters 
4 Stde. auf dem siedenden Wasserbad stehen. Nach ganz schwachem Ansduern 
mit 1-x. H,SO, und Abfiltrieren des Bariumsulfats wurde die Lésung in gefrorenem 
Zustand bis auf etwa 1 ccm eingeengt. Nach Uberspiilen in einen MeBzylinder 
wurde die Lésung auf 4 ccm verdiinnt. Sie reagierte schwach sauer (py 5,8). Ein 
Tropfen auf Papier gebracht, gab mit Ninhydrin in wasser-gesattigtem Butanol 
eingefarbt, einen violett gefarbten Fleck. 

Die Bialsche Reaktion mit 0,1 cem der Lésung ist schwach positiv. Mit 
Ehrlichs Reagens geben 0,1 ccm der Liésung weder in der Kalte noch beim Erhitzen 
auf 140° eine positive Farbreaktion. 

1 ccm der Lésung diente zur Stickstoff- Bestimmung nach Kjeldahl: 0,54 ecm 
n/100-HCl, entspr. 0,0756 mg N. Demnach enthielten die 4 ccm Lésung 0,302 mg N. 
1,5 ccm der Lésung dienten zur «-Aminosaure-Stickstoff-Bestimmung unter Ver- 
wendung des von Moubasher und Sina*® beschriebenen Apparates: 0,28 ccm 
n/20-HCl, entspr. 0,098 mg «-Am‘nosiure-N. Demnach waren in den 4 ccm der 
Lésung 0,262 mg «-Aminosiaure-Stickstoff enthalten. Es lagen also 86,5% des 


Gesamt-Stickstoffs als «-Aminoséure-Stickstoff vor, entspr. 0,86 Moll. CO, pro | 


Mol, N-Acetyl-neuraminsiure, die durch Ninhydrin in Freiheit gesetzt wurden. 
Eine «-Aminosaéure-Stickstoff-Bestimmung von Neuraminsiure-methylglykosid er- 
gab hingegen nur 0,11 Moll. CO, pro Mol. Neuraminsiure-methylglykosid. 8,35 mg 
Sbst.: 0,125 com n/20-HCl, entspr. 0,0437 mg bzw. 0,524% Stickstoff. 


35 R, Moubasher u. A. Sina, J. biol. Chemistry 180, 681 [1949]. 
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Perjodatspaltung von Neuraminsaure-methylglykosid 


1. Titrationen f: Zur Perjodatspaltung wurden jeweils etwa 0,1 mMol in 
einem 200-ccm-MeBkolben eingewogen. Nach Zugabe von 63 ccm 0,01-n. NaJO,- 
Lésung wurde mit aqua dest. auf 200 ccm aufgefiillt. Der Kolben stand wahrend 
der Oxydation im Dunkeln. Es wurden in bestimmten Zeitabstaénden je 20 ccm 
Lisung entnommen, mit einem Tropfen Methylrot-Lésung versetzt und rasch mit 
0,01-n. NaOH titriert. Dann wurden zur Lésung sofort 10 ccm. gesitt. Natrium- 
hydrogencarbonat-Lésung gegeben, umgeschwenkt und mit 2 ccm einer 15-proz. 
Kaliumjodid-Lésung versetzt. Nach 5 Min. wurde mit 0,01-n. Natriumarsenit- 
Lésung der Perjodatverbrauch titriert. 

Bei anderen Oxydationsversuchen wurden solchen Ansatzen zu Versuchs- 
beginn 7,4g KCl zugefiigt’ und auf 200 ccm aufgefiillt. Die Ergebnisse dieser 
Versuche zeigt Abb. 1. 

2. Bestimmung des Formaldehyds f: Etwa 0,1 mMol Neuraminsaure- 
methylglykosid wurden mit einer zur Spaltung gerade ausreichenden Menge 
Natriumperjodat-Lésung versetzt und 20 Min. stehen gelassen. AnschlieBend wurde 
bei 45—50° und 80 Torr bis zur Trockne destilliert. Das Destillat fing man in einer 
mit Eis-Kochsalz gekiihlten Vorlage auf und gab salzsaure 2.4-Dinitrophenyl- 
hydrazin-Lésung zu. Nach 12 Stdn. wurde der Niederschlag abgesaugt, 6 Stdn. 
i. Vak. getrocknet und gewogen. Schmp. 152—154°, nach Umkristallisieren aus 
Athanol-Wasser 159— 161°, Ausb. 0,71 Moll., ber. auf 1 Mol. 

In anderen Versuchen wurde der Formaldehyd direkt aus der Oxydations- 
lésung als Formaldimedon ausgefallt***’. Ausb. 0,59 Moll. vom Schmp. 184,5 bis 
185,59, Misch-Schmp. 185— 186°. 

Formaldimedon C,,H,,0, (292,4) Ber. C 69,82 H 8,27 Gef. C 69,61 H 8,32 


3. BestimmungdesAmmoniaksff{:Das Ammoniak wurde wahrend 24-stdg. 
Spaltung von 8,502 (7,315) mg Neuraminsdure-methylglykosid mit Natriumper- 
jodat nach Convay und O’Malley*® durch gesatt. Kaliumcarbonatlésung in einer 
Convay-Schale in Freiheit gesetzt und in Borsaure-Mischindikator-Lésung (5 g 
Borsdure in 200 ccm Alkohol + 700 cem H,O + 10 ccm Mischindikator [0,033°% 
Bromkresolgriin + 0,066% Methylrot in Alkohol)] aufgefangen. Nach anschlie- 
Bendem 1-stdg. Erwarmen auf 35—40° wurde mit »/100-HCl wieder bis zur an- 
fanglichen Rotfarbung titriert: 1,835 (1,624) cem n/100-HCl, entspr. 0,313 (0,277) 
mg NH;. — 3,03 (3,12)% NH,-N bzw. 0,68 (0,70) Moll. NH, pro Mol. Neuramin- 
siure-methylglykosid. 

N-Trifluoracetyl-neuraminsaiure-methylglykosid t: 150mg Neur- 
aminsaure-methylglykosid wurden unter Kihlung mit Eis-Kochsalz mit 
2ccm Trifluoracetanhydrid versetzt. Nach Stehenlassen iiber Nacht bei 
Zimmertemperatur wurde vorsichtig mit waBr. Methanol versetzt, dann weiter 
Wasser zugegeben und schlieBlich die Lésung im Vak. zur Trockne eingedampft. 
Der Sirup wurde in absol. Methanol gelést, filtriert, mit Essigester versetzt, wobei 
die Substanz teilweise flockig ausfiel, und zur Trockne gebracht. Amorphes farb- 
loses Pulver. Ausb. 187 mg. Schmp. 154— 158° (Zers.). 


C13H_90,>NF; (407.3) Ber. N 3,44 Gef. N 3,38 


3,609 mg verbr. 0,92 ccm 0,01-n. NaOH (Indikator Methylrot). Aquiv.-Gew. 
gef. 390, ber. 407. 

Die Perjodatspaltung des N-Trifluoracetyl-neuraminsaure-methylglykosids 
wurde, wie beim Neuraminsaure-methylglykosid angegeben, vorgenommen. 

Die Ergebnisse zeigt Abb. 2. 

An Formaldehyd wurden als Dinitrophenylhydrazon 0,60 Moll. nach dem 
Uberdestillieren isoliert. Eine andere Probe, die bei 90° i. Vak. eingeengt und 


2 


36 R. Jeanloz, Helv. chim. Acta 27, 1501 [1944], u. zwar S. 1509. 
37 R. Kuhn u. E. Low, Chem. Ber. 86, 1027 [1953]. 
38 EK. J. Convay u. E. O'Malley, Biochem. J. 86, 655 [1942]. 
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getrocknet worden war, gab 0,31 Moll.; in einem weiteren Versuch wurde wie oben 
der Formaldehyd direkt aus der Oxydationslésung als Formaldimedon gefall:: 
Ausb. 0,50 Moll. vom Schmp. 185 186°. 

Hydrolytische Spaltung von Neuraminsaure-methylglykosid f7: 
11,002 mg Neuraminsaéure-methylglykosid wurden mit 2ccm 2-n. waBr. 
HCl im EinschluBrohr 12 Stdn. auf 105° erhitzt. Nach Filtration: Filterriickstand 
(Huminsubstanzen) 4,85 mg (44%). 

Gesamt-Stickstoff-Gehalt der Huminsubstanz: 2,18 mg: 0,96 cem n/100-HCI, 
entspr. 6,15% N. NH,-Stickstoff-Gehalt (ausgefiihrt nach Convay**): 1,191 mg 
Sbst.: 0,118 cem n/100-HCl, entspr. 0,0165 mg NH,-N = 1,39% NH;-N. Die 
Huminsubstanzen sind in Alkali zum gréBten Teil léslich. 

Bestimmung des Methanois im Filtrat: 0,1 ccm Filtrat und Testsubstanz 
(0,01-proz. waBr. Lésung von Methanol) sowie 0,1 com Wasser als Leerwert wurden 
nach Agner u. Belfrage®® mit 0,1 com Kaliumpermanganat-Reagens (2,5 ccm 
Phosphorsaure, d 1,75, auf 50 ccm mit Wasser aufgefiillt und mit etwa 2,5 g 
KMn0, gesattigt) wahrend 20 Min. bei Zimmertemperatur oxydiert und der Uber- 
schuB an Permanganat mit Schwefeldioxyd entfernt. Zur farblosen Lésung wurden 
4ccm Chromotropsaéure-Reagens (20 mg in 4 ccm 72-proz. H,SO,) hinzugefiigt 
und 30 Min. auf 100° erhitzt. Ablesung gegen den Leerwert bei 574 my in 1-cm- 
Kiivetten: Testsubstanz E = 0,860, Filtrat E = 2,530, entspr. 0,0294 mg Me- 
thanol in 0,1 ccm Filtrat bzw. 13,36°,, Methanol oder 1,29 Moll. Methanol pro Mol. 
Neuraminsaure-methylglykosid. Aminoséuren sind im Filtrat papierchromato- 
graphisch nicht nachzuweisen. 

Desaminierung von Neuraminsaure-methylglykosid und hydro- 
lytische Spaltungt: Durch Auftropfenlassen von 45—50-proz. Salpeterséure auf 
Arsenik und Erwarmen auf 50° wurden Stickoxyde entwickelt und in ein Kélbchen 
geleitet, in dem 20 mg Neuraminsaure-methylglykosid in 2 ccm 20-proz. waBr. 
Essigsaure gelést waren. Es setzte sofort lebhafte Entwicklung von Mikroblaschen 
ein; nach 15 Min. war die Gasentwicklung beendet, und die Lésung farbte sich 
langsam griin. Nach weiteren 30 Min. wurde bei 30° eingedampft und iiber Nacht 
in einen Exsiccator mit Diphosphorpentoxyd und Natriumhydroxyd gestellt. An- 
schlieBend wurde die desaminierte Neuraminsiure mit 1 ccm 2-n. HCl 1 Stde. 
zum Sieden erhitzt, sodann im Vakuumexsiccator tiber P,O; und NaOH zur 
Trockne gebracht. Abb. 4 zeigt die Ergebnisse der anschlieBend ausgefiihrten 
Papierchromatogramme in 2 Lésungsmittelgemischen. Die Flecke wurden entweder 
mit alkalischem Triphenyltetrazoliumchlorid oder mit Hilfe der Perjodatreaktion 
sichtbar gemacht. Zum Vergleich wurde D-Glucuron in gleicher Weise mit Salz- 
sdure erhitzt und chromatographiert (Laufstrecke meist 50 cm, bei Verbindungen 
mit kleinen Rr-Werten Durchlaufchromatogramme. Angabe der Rr-Werte be- 
zogen auf die Laufstrecke 50 cta). 


Oxydation von N-Acetyl-neuraminsiure nach Willstatter- 
Schudel und anschlieBende Reduktionsversuche mit Jodwasserstoff- 
sauret: Zu 22mg N-Acetyl-neuraminsaure, gelést in 0,5 cem Wasser, wurden 
4ccm 0,l-n. Jodlésung gegeben und unter Umschiitteln 0,6 cem 0,5-n. NaOH 
zugetropft. Nach 15 Min. wurde im Vak. bei Zimmertemperatur zur Trockne ge- 
bracht. Den Riickstand versetzte man mit 30 mg rotem Phosphor und 1 cem konz. 
Jodwasserstoffsiure. Sodann wurde 2 Stdn. zum Sieden erhitzt, anschlieBend i. Vak. 
eingeengt, der Sirup in ein kleines Bombenrohr gebracht und mit weiteren 20 mg 
rotem Phosphor und 1 ccm Jodwasserstoffsiure (d 2,00) versetzt. Nach 4-stdg. 
Erhitzen auf 140° wurde die farblose Lésung mit Wasser verdiinnt, bis zur Sirup- 
dicke eingeengt, wieder Wasser zugegeben und mit Bleicarbonat und Silberoxyd von 
den anorganischen Sauren befreit. Nach Einleiten von Schwefelwasserstoff wurde 
filtriert, eingeengt und papierchromatographiert. Die Chromatogramme wurden 
mit Ninhydrin entwickelt. In entspr. Weise wurden 46 mg 2-Amino-2-desoxy- 


39 K. Agner u. K. E. Belfrage, Acta physiol. scand. 18, 87 [1947]. 
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glucuronsdure behandelt. Wie aus Abb. 5 hervorgeht, entstehen bei der Reduktion 
der nach Willstatter-Schudel oxydierten N-Acetyl-neuraminséure wie auch 
der oxydierten 2-Amino-2-desoxy-glucuronsaure eine Reihe ninhydrinpositiver 
Flecke, von denen aber nur die Verbindungen Rr 0,15 bzw. 0,16 (in n-Butanol- 
Essigsiure-Wasser 4: 1:1) starke Farbung geben. Der Vergleich mit «-Amino- 
adipinsiure ergab, daB sich diese, wenn iiberhaupt, nur in sehr geringer Menge 
gebildet hat. Im-Mischchromatogramm war sicher keine Trennung der Verbin- 
dungen mit den Rr-Werten 0,11 und 0,12, 0,15 und 0,16, 0,27 und 0,28 erfolgt. 
Die beiden Lésungen wurden dann auf groBen Papierbégen (Whatman Nr. 1) 
aufgetragen, chromatographiert und die Streifen mit den Rr-Werten 0,15—0,16 
ausgeschnitten. Nach Elution mit Wasser wurde zur Trockne gedampft. An- 
schlieBend wurde in verschiedenen Lésungsmittelgemischen chromatographiert. 
Dabei zeigte das Reduktionsprodukt der oxydierten N-Acetyl-neuraminsiure mit 
dem der oxydierten 2-Amino-2-desoxy-glucuronsdure vollig gleiches Verhalten. 

Rr 0,15—0,16 war in allen Lésungsmittelgemischen in 2 Flecke aufgespalten, 
obwohl darauf geachtet worden war, daB nur Rr 0,15—0,16 eluiert wurde. Auch 
im Mischchromatogramm ergaben sich keine Unterschiede in der Wanderungs- 
geschwindigkeit. 


Rr-Werte 
n-Butanol-Essigsiure-Wasser (4: 1: 1) 0,11 und 0,16 
n-Butanol-Pyridin-Wasser (3: 1 : 1,5) 0,06 und 0,14 
n-Butanol-Athanol-Wasser (5:1: 1) 0,03 und 0,08 


Uberfiihrung von Neuraminséure-methylglykosid in ,,Verbin- 
dung Rr0,02‘‘ +: 1g Neuraminsdure-methylglykosid wurde mit 10 ccm konz. Brom- 
wasserstoffsiure (66-proz.) 5 Tage im Eisschrank stehen gelassen. AnschlieBend 
wurde die Lésung i. Vak. eingedampft, zweimal mit Wasser versetzt und jeweils 
wieder eingeengt. Die restliche Bromwasserstoffsiure wurde mit Bleicarbonat 
und Silberoxyd entfernt. Das Ergebnis der papierchromatographischen Unter- 
suchung ist bereits im allgemeinen Teil aufgefiihrt. Die Lésung wurde auf ein 
kleines Volumen eingedampft und mit der 8—10fachen Menge Athanol versetzt. 
Der ausgefallene amorphe Niederschlag wurde abgetrennt und dreimal auf die 
gleiche Weise umgefallt. Sodann wurde er in etwas mehr Wasser gelést, mit Kohle 
entfarbt und bis zur beginnenden Triibung mit Athanol versetzt. Nach dem An- 
reiben wurde in den Eisschrank gestellt. Uber Nacht schieden sich reichlich Kristalle 
aus, die schon fast reine ,,Verbindung Rr 0,02‘‘ waren, wie sich papierchromato- 
graphisch ergab. Sie enthielten noch wenig der Verbindung mit Rr-Wert 0,08. 
Nach weiterem Umkristallisieren aus Wasser + Athanol und dann aus Wasser 
allein lagen 420 mg farblose, sich verfilzende Nadelchen vor. Beim Trocknen i. Vak. 
bei 100° trat keine Gewichtsabnahme ein. 


CoH,,0,N (297,3) Ber. C 40,41 H 6,44 N 4,71 OCH, 0,0 
Gef. C 40,33 H 6,47 N 4,96 (5,07) OCH, 0,33 


Schmp.: Dunkelfarbung ab 180°, dann rasche Zersetzung zwischen 200 und 220°. 
Die ,,Verbindung Rr 0,02‘ reduziert Triphenyltetrazoliumchlorid in natronalka- 
lischer Lésung beim Erwarmen nicht. Sie reduziert ammoniakalische Silbernitrat-_ 
Lésung ebenfalls nicht; erst wenn man Natronlauge zusetzt, findet Reduktion wie 
bei den mehrwertigen Alkoholen statt. Eine Riickverwandlung in Neuraminsaure- 
methylglykosid (3-stdg. Kochen in methanol. Salzsiure und Verseifung mit Barium- 
hydroxyd) gelingt nicht, die ,,.Verbindung Rr 0,02° ist nach dem Papierchromato- 
gramm unverandert geblieben. Beim Versuch, die ,,Verbindung Rr 0,02“ nach 
Willstatter-Schudel zu oxydieren, verbrauchte sie 0,5 Moll. Jod. Analog 
wurden die folgenden Verbindungen zum Vergleich oxydiert: Neuraminsaure- 
methylglykosid 0,17 Moll.; 2-Amino-2-desoxy-glucuronsiure-methylglykosid 0,25 
Moll.; Glucosamin-hydrochlorid 2,5—2,6 Moll.; 2-Amino-2-desoxy-glucuronsaure 
2,2 Moll.; N-Acetyl-glucosamin 1,29 Moll.; Glucose 1,0—1,1 Moll.; daraus ergibt 
sich, daB eine reduzierende Gruppe in ,,Verbindung Rr 0,02“ nicht vorhanden ist. 
4* 
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Das Ergebnis der Perjodatspaltung zeigt Abb. 7. An Formaldehyd wurden bei 
der direkten Fallung in der Oxydationslésung**:*’ 1,06 Mol Formaldimedon, aller- 
dings etwa braunlich gefarbt, Schmp. 177°, nach dem Destillieren 0,81 Mol, Schmp. 
186— 187°, isoliert. 

Die ,,Verbindung Rr 0,02‘ gibt weder in der Kalte noch in der Hitze mit dem 
Ehrlichschen Reagens eine Farbreaktion. Auch beim Erhitzen mit verd. Natron- 
lauge bleibt sie unverandert. Beim Erhitzen mit verd. Mineralséuren zersetzt sic 
sich viel langsamer als Neuraminsaure-methylglykosid. Erhitzt man ,,Rr 0,02‘ 
mit 2-n. HCl 2 Stdn. im Wasserbad auf 100°, so farbt sich die Lésung langsam 
dunkel und etwas dunkler Niederschlag fallt aus. Im Papierchromatogramm sind 
neben noch unverandertem ,,Rr 0,02‘ die gleichen Flecke (Rr 0,05 und 0,08) zu 
erkennen, die bei der Hydrolyse des Neuraminsiure-methylglykosids mit konz. 
Bromwasserstoffsiure entstehen. Behandelt man 2-Amino-2-desoxy-glucuronsaure 
in gleicher Weise, entsteht ebenfalls der Fleck Rr 0,08 (violette Farbreaktion mit 
Ninhydrin); dieser blieb auch im Durchlaufchromatogramm mit Rr 0,08 aus 
fp 0,02‘ (ebenfalls violette Farbreaktion) auf gleicher Hohe. 

Eine 5tagige Hydrolyse von ,,Verbindung Rr 0,02“ mit konz. Bromwasser- 
stoffsaure bei 0° gibt das gleiche Bild, wie die Hydrolyse von Neuraminsaure- 
methylglykosid mit Bromwasserstoffsiure (mit Ninhydrin entwickelte Flecke von 
Rr: 0,02, 0,05, 0,08, 0,18, 0,31 und 0,51). Nur sind die Verbindungen mit Rr 0,05 
und 0,18 noch kaum zu sehen. Dehnt man die Hydrolyse auf 4 Wochen aus, so 
tritt Ry 0,05 deutlich hervor, ebenso Rr 0,18. Die 2-Amino-2-desoxy-glucuronsaure 
zeigt bei einer solchen langeren Hydrolyse ebenfalls noch einen Fleck bei Rr 0,17 
bis 0,18; dariiber hinaus entstehen aber noch weitere ninhydrinpositive Zersetzungs- 
produkte. 

Herrn Prof. Dr. K. Heyns, Hamburg, danken wir bestens fiir die Uberlassung 
von 2-Amino-2-desoxy-D-glucuronséiure und deren Methylglykosid, den Herren 
Dr. U. Schiedt und Dr. E. Biekert, Tiibingen, fiir die [R-Aufnahmen und die 
Interpretation der IR-Spektren. 


Zusammenfassung 


Unter Beriicksichtigung aller bisher bekannten und in der vor- 
liegenden Mitteilung neu beschriebenen experimentellen Ergebnisse wird 
ein Strukturvorschlag fiir Neuraminsiure zur Diskussion gestellt. — 
Aus Neuraminsaure-methylglykosid entsteht mit konz. Bromwasser- 
stoffsiure bei 0° unter anderem eine in krist. Form erhaltene methoxyl- 
freie, aber nichtreduzierende Verbindung C,,H,,O,N. 


Summary 


A structure for neuraminic acid is proposed on the basis of previous 
work and of experimental results described in the present communication. 

Treatment of the methylglucoside of neuraminie acid with concen- 
trated hydrobromic acid at 0° yields among other products a crystalline 
compound, C,9H,,O,N, which contains no methoxy groups and is 
non-reducing. 








& o> (> ket OR (Ue mk Oe 


Be 














(1956) 


en bei 
aller- 
chmp. 


it dem 
atron- 
tzt sic 
0,02° 
ngsam 
n sind 
08) zu 
konz. 
nsaure 
on. mit 
8 aus 


vasser- 
ke von 
F 0,05 
4US, SO 
nsaure 
rf O17 
zungs- 


assung 
Herren 
nd die 


r vor- 
e wird 
it. — 
rasser- 
hoxyl- 


evious 
sation. 
oncen- 
talline 
ind is 








Bd. 304 (1956) 


Vergleichende Untersuchung der modernen quantitativen 
Plasma-Fibrinogen-Bestimmungsmethoden 


Von 


A. Hirseh und C. Cattaneo 


Aus dem Laboratorium fir biologische Chemie des Instituto ,,C. Forlanini“ dell’ I.N.P.S. 
Clinica Tisiologica dell’Universita di Roma 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. November 1955) 


Das groBe klinische Interesse an den Werten des Plasmafibrinogens 
fiihrte im Laufe der Jahre zu einer gréBeren Zahl an quantitativen Be- 
stimmungsmethoden, welche aber, da die Versuchsbedingungen nicht 
immer tibereinstimmten, sehr unterschiedliche Ergebnisse zeitigten, ver- 
stiirkt noch dadurch, daB das Fibrinogen als Linearprotein unter den 
BluteiweiBstoffen der in Lésung am wenigsten stabilste ist; Eine ver- 
gleichende Beurteilung so erhaltener Werte wird daher infolge der 
groBen relativen Unterschiede sehr erschwert; es war daher das Ziel 
dieser Arbeit, vom praktischen Standpunkt aus, die verschiedenen 
modernen Methoden objektiv zu vergleichen, um gleichzeitig die prak- 
tische Méglichkeit zu geben, die den jeweiligen Versuchsanforderungen 
entsprechendste wihlen zu kénnen. 


Wenn wir die wenig exakten Verfahren, wie das refraktometrische, die Ver- 
diinnungsmethode, die Hitzekoagulation und die viskosimetrische Methode beiseite 
lassen, gibt es prinzipiell folgende Méglichkeiten zur quantitativen Bestimmung des 
Fibrinogengehaltes des Blutplasmas {vgl. auch Morrison! und Gerok®): 

1. Abscheidung des Fibrinogens aus dem Plasma durch Gerinnung nach 
Zusatz von Calciumchlorid® 4 5.67 oder Thrombin? §:® 10, 11,12 mit nachfolgender 
Bestimmung des entstandenen Fibringerinnsels a) gravimetrisch? ® 7: 1° oder b) 
kolorimetrisch mit Hilfe der Biuret-5*:11, der Tyrosin-*:%, der Nessler-* und der 
Ninhydrin-Reaktion !2, 


1 P. R. Morrison, J. Amer. chem. Soc. 69, 2723 [1947]. 

2 W. Gerok, diese Z. 291, 129 [1952]. 

8 G. E. Delory, ,,Photoelectric methods in clinical biochemistry“ (Hilger & 
Watts, London, 1949). 

4 E. Kautzsch u. A. Rauscher, Klin. Wschr. 28, 649 [1950]. 

‘5 H. Esser u. F. Heinzler, Klin. Wschr. 30, 991 [1952]. 

6° G.I. Ingram, Biochem. J. 51, 583 [1952]. 

7 F. Wuhrmann u. Ch. Wunderly, ,,Die BluteiweiBkérper des Menschen“ 
Benno Schwabe & Co., Basel, 1952. 

8 J. M. Mehl, J. biol. Chemistry 157, 173 [1945]. 

®* O. D. Ratnoff u. C. Mencie, J. Lab. clin. Med. 87, 316 [1951]. 

10 M. Leroux, R. Prugnaud u. P. Frigot, Ann. Biol. clin. 10, 142 [1952]. 

uM. Leclerc u. A. Khodabaudeh, Ann. Biol. clin. 10, 596 [1953]. 

2 A. Saifer u. A. Newhouse, J. biol. Chemistry 208, 159 [1954]. 
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2. Abscheidung des Fibrinogens aus dem Plasma durch Salzfallung mit 
nachfolgender kolorimetrischer Bestimmung mit Hilfe der Biuret-1* 1415 oder der 


Nessler-Reaktion®, 
3. Salzfallung des Fibrinogens und Bestimmung der Konzentration der 


schwebenden Teilchen in der Lésung? ?’. 
4, Bestimmung der Fraktion g mittels freier Elektrophorese’ 1% 1% 2° oder 


Papierelektrophorese*!: 22: 23, 
5. Veraschung des durch Gerinnung erhaltenen Fibrins mit nachfolgender 


Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. Das Verfahren ist zeitraubend, stellt aber 
eine Standardmethode dar, die zur Kontrolle dienen kann’. 

Die Bestimmungsmethoden des Fibrinogens im Blutplasma be- 
ruhen, wie oben ausgefiihrt, mit Ausnahme der nephelometrischen und 
elektrophoretischen Verfahren auf der Gerinnung bzw. dem Aussalzen 
des Fibrinogens. Die Salzfillung der verschiedenen Proteinfraktionen 
mit Neutralsalzen zeigt aber die iiberaus grobe Heterogenitit der Blut- 
proteine und die Ergebnisse sind daher in hohem Grade von den je- 
weiligen Versuchsbedingungen abhiingig. Dies bedingt eine groBe Fehler- 
breite, da oft zu niedrige Fibrinogenwerte als Folge unkémpletten Aus- 
faillens oder zu hohe infolge Mitfillung anderer Fraktionen gefunden 
werden! *4, Wesentlich genauer sind die Ergebnisse, welche durch die 
Uberfiihrung des léslichen Fibrinogens in das unlésliche Fibrin erhalten 
werden, wobei aber auch hier genaue Untersuchungen, vor allem von 
Morrison! sowie Ferry und Morrison™, die groBe Abhiingigkeit des 
Vorganges vom pu-Wert und der Ionenstiirke der Lésung zeigen. Weil 
das Calciumchlorid aus dem entstandenen Fibringerinnsel nur schwierig 
vollstiindig auswaschbar ist, erscheint die Verwendung von Thrombin 


angezeigt. Die hierdurch bewirkte enzymatische Gerinnung des Fibri- 
nogens ist abhingig vom pu-Wert, der Ionenstirke und der Tempe- 
ratur) #526; sie kann zwischen px 5,3—10,0 erfolgen, das Optimum 
liegt bei pu 6,5; Temperatur und Ionenstirke beeinflussen vor allem 


18 P, Camponovo u. A. Mariani, Rev. Asoc. bioquim. Arg. 15, 368 [1951]. 
14 A, D. Marenzi u. C. J. Gomez, Publ. Cent. Invest. Tisiol. 15, 253 [1951}. 
15 W. Mizuta, Igaku to Seibutsugaku (Med. and Biol.) 29, 11 [1953]. 
16 W.R.Campbell u. H.J. Hanna, J. biol. Chemistry 119, 15 [1937]. 
17 J, A. Parfentiev, M.-L. Johnson u. E. E. Cliffton, Arch. Biochemi- 
stry 46, 470 [1953]. 
18 a) E. Stenhagen, Biochem. J. 32, 714 [1938]; b) V.P. Dole,J. clin. Invest. 
23, 708 [1944]; c)H. Labhart u. H. Staub, Helv. chim. Acta 30, 1954 [1947]. 
19 H.J.Antweiler, Die quantitative Elektrophorese in der Medizin 
(Springer, Berlin, 1952). 
20 W. Lotmar, Plasma 1, 209 [1953]. 
21 F. M. Antonini u. G. Piva, Sperimentale 108, 324 [1953]. 
22 J. Berke§ u. V. Karas, Biochem. Z. $24, 499 [1953]. 
3 F. Schleiffarth, G. Berg u. H. Gotz, diese Z. 802, 126 [1955]; A. Hirsch 
u. C. Cattaneo, Arch. Biochemistry, im Druck. 
24 A. B. Gutman, Advances Protein Chem. 4, 155 [1948]. 
25 J.D. Ferry u. P. R. Morrison, J. Amer. chem. Soc. 69, 388 [1947]. 
26 P. W. Boyles, J. H. Ferguson u. P. H. Miihlke, J. gen. Physiol. 34, 
493 [1951]; K. Laki, Blood 8, 845 [1953]; J. T. Edsall u. W. F. Lever, J. biol. 
Chemistry 191, 735 [1951]; T. Astrup, Bull. Soc. Chim. biol. 29, 391 [1947]; 
8S. Shulman u. J. D. Ferry, J. physic. Colloid Chem. 54, 66 [1950]. 
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die Gerinnungszeit. Einen nicht unwesentlichen Einflu8 auf den Vorgang 
hat auBerdem der sog. ,,Fibrin-Serum-Faktor‘‘?7, der unbekannter (aber 
proteinischer!) Herkunft und im gereinigten Fibrinogen nicht enthalten 
ist. Somit entsprechen Versuche, welche mit rein dargestelltem Fibrino- 
gen durchgefiihrt werden, nicht in allen Punkten den Verhiltnissen 
in vivol??, 

Unter Beriicksichtigung dieser Umstiande versuchten wir, durch 
Modifizierung bzw. Standardisierung der verschiedenen Methodiken 
diese objektiv miteinander zu vergleichen. 


Apparate 

1. Mikro-Analysen-Waage: Modell Galileo-Sartorius/Firenze, Italien; mit 
einer MeBgenauigkeit von + 0,05 mg. 

2. Beckman Quartz Spectrophotometer Model DU/South Pasadena, USA. 

3. Coleman Nephelometer Model 9/Maywood, IIl., USA; die EKichung erfolgte 
in Coleman-Standard-Einheiten. 

4. Mikroelektrophoreseapparat Kern LK 30/Aarau, Schweiz. 

5. Zur Papierelektrophorese: ein nach eigenen Angaben aus Plexiglas her- 
gestelltes Gerait, welches nach dem Prinzip der feuchten Kammer mit horizontal 
gelagerten Papierstreifen arbeitet. 


Bereitung von Fibrinstandardlésungen 
Um bei der Beurteilung der verschiedenen Methodiken jeweils unter 
denselben Versuchsbedingungen arbeiten zu kénnen, war es notwendig, 
genau bestimmte Fibrinlésungen herzustellen. Wir bedienten uns, mit 
einigen Modifikationen, der Vorschrift von Morrison? ?*: 


Reagenzien: 1. Phosphatpuffer: 0,328 g Na,HPO, anhydr. + 1,385 g KH,PO, 
anhydr. werden in 500 com Wasser gelést. (pH 6,3; J 0,15). 

2. 0,9-proz. Natriumchloridlésung. 

3. Thrombinlésung: ,,Topostasin-Roche‘‘ wird in NaCl0,9% gelést. 1 ccm 
Lésung = 150 E. f 4 

4. Bloor-Reagens: 3 Tle. absol. Athanol + 1 Tl. absol. Athylather. 

In Petrischalen werden je 5ccm Plasma (wie bei allen hier beschriebenen 
Methoden durch Zusatz einiger Kristallchen Natriumcitrat zu Niichternblut er- 
halten), welches keinerlei hamolytische Anzeichen aufweisen darf, pipettiert und 
mit 4 com Phosphatpuffer und 6 com Natriumchloridlésung versetzt. Unter leichtem 
Bewegen werden 0,5 ccm Thrombinlésung zugefiigt und 1 Stde. (bei 20—25°) 
stehen gelassen. Hierauf wird die entstandene Gallerte aus den Schalen gelést und 
auf einem faserfreien Stoff aufgefangen. Nach griindlichem zweimaligem Waschen 
mit Natriumchloridlésung und Wasser wird das Fibringerinnsel auf einen Glasstab 
gerollt, gut ausgepreBt und etwa 10 Stdn. in Bloor-Reagens gelegt; anschlieBend 
wird im Thermostaten bei 100° 15 Min. getrocknet. Je nach der weiteren Ver- 
wendung wird die nur grob abgewogene Fibrinmenge in verd. Natronlauge, 
Salz- oder Schwefelséure geliést, der Fibringehalt nach Kjeldahl genau bestimmt 
und die Lésung auf die gewiinschte Konzentration gebracht. Diese Lésungen 
sind bei Raumtemperatur durchschnittlich etwa 10 Tage haltbar. 


Die gravimetrischen Methoden 


LaBt man zur Abscheidung des Fibrinogens aus dem Plasma durch 
Gerinnung die Methoden, welche mit CaCl, arbeiten®’ wegen der bereits 


27 §.Shulman, Nature [London] 171, 606 [1953]. 


5* 
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angefiihrten Nachteile auBer acht, so hat sich die Methodik von Morri- 
son!!2 am besten bewahrt. Die nach dem Verfahren von Leroux- 
Prugnaud-Frigot!® erhaltenen Werte sind, auch gegeniiber den 
Kjeldahl-Bestimmungen, etwas héher. 

Die hier angewandte Methode entsprach ganz der oben zur Bereitung von 
Standardlésungen angegebenen. Es wurden jedoch nur 1 ccm Plasma + 0,8 ccm 
Phosphatpuffer + 1,2 com Natriumchloridlésung + 0,15 cem Thrombinlésung ver- 
wendet. Das Fibringerinnsel wurde nach der Trocknung auf der Mjkro-Analysen- 


Waage gewogen. 
Die kolorimetrischen Methoden 


A. Die Biuret-Reaktion 

Die Verfahren beruhen auf der Biuret-Reaktion in der alkalischen 
Fibrinlésung, wobei dieses nach den Originalmethoden durch Gerinnung 
mittels Calciumchlorids (Esser-Heinzler®) oder Thrombins (Meh]® 
und Leclere u. Khodabaudeh!?) erhalten, nach anderen Verfahren 
das Fibrinogen durch Natriumsulfit (Camponovo-Mariani!*, Mi- 
zuta® bzw. Ammoniumsulfat (Marenzi und Gomez) ausgesalzen 
wird. Um einen exakten Vergleich durchfiihren zu kénnen, muBten die 
Verfahren vereinheitlicht werden. Wir gingen von einer der jeweiligen 
Methodik in ihrem Alkaliwert angepaBten Fibrinstandardlésung in den 
Konzentrationen von 1—15 mg/ecm aus. Abb. 1 zeigt die den ein- 
zelnen Verfahren entsprechenden Empfindlichkeitskurven, wobei die 
Kurve a dem von Esser und Heinzler®, die Kurve b dem modifizierten 
nach Gleiss und Hinsberg*®, die Kurve c dem von Leclere und 
Khodabaudeh!", die Kurve d dem von Mehl und die Kurve e dem 
von Mizuta}® entsprechen. Die Kurve a wurde mit einem modifizierten 
Reagens nach Weichselbaum’®, die Kurve b mit dem Reagens nach 
Wolfson, Cohn, Calvary und Ichiba’®, die Kurve c mit dem Biuret- 
reagens nach Weichselbaum*® erhalten. Das Verfahren von Ma- 
renzi und Gomez™ muBte als zu ungenau ausgeschieden werden. Die 
kolorimetrische Messung wurde im Spektrophotometer fiir a und c 
bei 490 mu (Spalt 0,15 mm), fiir b bei 490 my (Spalt 0,1 mm), fiir d 
bei 540 my (Spalt 1,5 mm) und fiir e bei 570 my (Spalt 0,1 mm) durch- 
gefiihrt. Die Kurven in Abb. 1 zeigen eindeutig, daB die von Mizuta’ 
angegebene Methode als das empfindlichste, quantitative Biuret-Ver- 
fahren anzusehen ist. 

Somit ergibt sich als geeignetste Biuret-Fibrinogen-Re- 
aktion: 

Reagenzien: 1. 10-proz. Natriumhydroxydlésung. 


2. Biruret-Reagens nach Mizuta*!: 1,7 g CuSO,:5H,O in etwas Wasser 
wird mit 150 com NH,OH konz., 150 com Wasser und 100 cem konz. Natronlauge 


28 J.Gleiss u. K. Hinsberg, Z. exp. Med. 116, 599 [1951]. 

29 M. Wolfson, C. Cohn, E.Calvary u. F. Ichiba, Amer. J. clin. Pathol. 
18, 723 [1948]. 

30 T. E. Weichselbaum, Amer. J. clin. Pathol. 10, 40 [1946]. 

3! W. Mizuta, Igaku to Seibutsukaku (Med. and Biol.) 27, 185 [1953]. 
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in dieser Reihenfolge versetzt. AnschlieBend wird mit Wasser auf 500 ccm auf- 


gefiillt und etwas stehen gelassen. 
3. Die bereits oben angegebenen Reagenzien zur Fibrindarstellung. 














Abb. 1. Die kolorimetrische 
Fibrinogen-Bestimmung mittels 
der Biuret-Reaktion. 

a nach Esser u. Heinzler; 
b nach Gleiss u. Hinsberg; 
c nach Leclere u. Khoda- 

baudeh; 
d nach Mehl; e nach Mizuta. TPS SE TO SDHDR DUE 
mg Fibrin/ccm —=— 






































0,5 ccm Plasma werden mit 0,4 ccm Phosphatpuffer + 0,6 ccm Natrium- 
chloridlésung versetzt, 0,08 cem Thrombinlésung zugefiigt und nach der oben 
angegebenen Methode das enthaltene Fibrin dargestellt, wobei dieses nach Aus- 
pressen mit dem Glasstab in einem Reagenzglas in 1 ccm 10-proz. Natronlauge +- 
0,5 cem Wasser im kochenden Wasserbad (3 Min.) gelést wird. Nach Abkiihlen 
werden 2 ccm Mizuta-Biuret-Reagens zugesetzt und nach 15 Min. die kolorime- 
trische Messung bei 570 my (Spalt 0,1 mm) durchgefiihrt. Die Ablesung erfolgt 
gegen den Leerwert und die Berechnung an Hand einer Eichkurve, erhalten mit 
einer Fibrinstandardlésung. 


B. Die Tyrosin-Reaktion 


Das Verfahren beruht auf dem kolorimetrischen Nachweis des 
Tyrosins in der alkalischen, hydrolysierten Fibrinlésung. Nach ver- 


schiedenen Autoren*® soll ein fixes Verhaltnis zwischen Tyrosin und 
Fibrin bestehen, so daB ein Aquivalentfaktor (10,7—11,7) errechnet 
wurde und die Fibrinogenbestimmung an Hand einer Tyrosinstandard- 
kurve erfolgt. Kautzsch und Rauscher‘ verwendeten hierzu das 
Reagens nach Folin und Wu, Ratnoff und Mencie® jenes nach 
Folin und Ciocalteau, wobei erstere das Fibrin aus dem Blutplasma 
mittels Calciumchlorids, letztere mittels Thrombins isolierten. 

Wir gingen von der angepaBten Fibrinstandardlésung aus. Abb. 2 
zeigt oben die Kurven nach dem Verfahren von Kautzsch und Rau- 
scher‘, unten die nach Ratnoff-Mencie®, jeweils fiir Fibrin und 
Tyrosin. Es ergibt sich eindeutig, daB zwischen der Tyrosinstandard- 
kurve (0,1—1,0 mg Tyrosin/cem) und der mit der Fibrinstandardlésung 
(1,0—15,0 mg Fibrin/ecm) erhaltenen kein iiber den ganzen Bereich 
konstantes Verhaltnis besteht, daB also die Berechnung des Fibrinogen- 
gehaltes iiber den Tyrosin-Aquivalent-Faktor nur zu annihernden 
Werten fiihren kann, wobei die Ubereinstimmung beider Kurven nach 
dem Verfahren von Ratnoff und Mencie® besser ist. 

Somit ergibt sich als geeignetste Tyrosin-Fibrinogen-Re- 
aktion: 

Reagenzien: 1. 10-proz. Natriumhydroxydlésung. 

2. 20-proz. Natriumcarbonatlésung. 
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3. Reagens nach Folin-Ciocalteau: Eine Lésung von 10,0 g Na.WO,-2 H,O0 
und 2,5 g Na,.MO,-2 H,O in 70 ccm Wasser wird mit 5 ccm 85-proz. Phosphorsaure 
und 10 cem konz. Salzsaure versetzt und 10 Stdn. riickflieBend gekocht. Nach dem 
Abkiihlen werden 15 g Li,SO,-H,O, 5 ccm Wasser und einige Tropfen Brom zu- 
gesetzt und 15 Min. offen gekocht. Nach dem Abkiihlen wird mit Wasser auf 100 ccm 
aufgefiillt und filtriert. Das Reagens muB fast farblos sein. 

4. Die bereits oben angegebenen Reagenzien zur Fibrindarstellung. 


mg Tyrosin/ccm —=— 
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Abb. 2. Die kolorimetrische Fibrinogen-Bestimmung mittels der Tyrosin- 
Reaktion. 


Fibrinogenstandard (Kautzsch u. Rauscher); Tyrosinstandard 


(Kautzsch u. Rauscher); —+— Fibrinogenstandard (Ratnoff u. Mencie); 
Tyrosinstandard (Ratnoff u. Mencie). 


0,5 ccm Plasma werden mit 0,4ccm Phosphatpuffer + 0,6 ccm Natrium- 
chloridlésung versetzt, 0,08 ccm Thrombinlésung zugefiigt und nach der oben 
beschriebenen Methode das enthaltene Fibrin dargestellt, wobei dieses nach Aus- 
pressen mit dem Glasstab in einem Reagenzglas in 1 cem NaOH im kochenden 
Wasserbad (10 Min.) gelést und hydrolysiert wird. Nach Abkiihlen werden 7 com 
Wasser + 3ccm Natriumcarbonatlésung + 1 ccm Folin-Ciocalteau-Reagens zu- 
gesetzt und nach 15 Min. 1 ccm dieser Lésung mit 3 cem Wasser verdiinnt. Die 
kolorimetrische Messung erfolgt bei 650 my (Spalt 0,05 mm) gegen den Leerwert, 
die Berechnung an Hand einer Eichkurve, erhalten mit einer Fibrinstandardlésung. 


C. Die Nessler-Reaktion 

Dieses Verfahren beruht auf dem kolorimetrischen Stickstoff- 
Nachweis mittels des Nessler-Reagens in saurer Lésung nach Ver- 
aschung des Fibrins. Delory* verwendet hierzu nach Fallung des 
Fibrins mittels Calciumchlorids Schwefelsiure mit Zusatz von SeOQ,, 
Campbell und Hanna’® nach Salzfillung des Fibrinogens mittels 
Natriumsulfits eine Mischung von Schwefel- und Phosphorsiure. 

Wir fiihrten unsere Versuche mit entsprechenden Standardlésungen 
durch, wobei sich die Veraschung nach Delory® als sehr rasch und 
praktisch erwies. Abb. 3 zeigt als Kurve A die so erhaltene Empfindlich- 
keitskurve der Nessler-Reaktion (Fibrinstandardlésung 0,3—3,0 mg 
Fibrin/eem). 
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Somit ergibt sich als geeignetste Nessler-Fibrinogen-Re- 
aktion: 

Reagenzien: 1. Saurelésung: Eine Lésung von 1 g SeO, anhydr. in 50 ccm 
Wasser gibt man vorsichtig zu 50 ccm konz. Schwefelsdéure und fiillt nach dem 
Abkiihlen mit Wasser auf 100 ccm auf. 

2. Nessler-Reagens: Lésung A (Quecksilberjodid-Kaliumjodid) Lésung B 
(NaOH) Mischungsverhialtnis 1:1. 

3. Die bereits oben beschriebenen Reagenzien zur Fibrindarstellung. 

0,2 ccm Plasma werden mit 0,16ccm Phosphatpuffer + 0,24 ccm NaCl- 
Liésung versetzt, 0,08 com Thrombinlésung zugefiigt und nach der oben beschriebe- 
nen Methode das enthaltene Fibrin dargestellt, wobei dieses nach Auspressen mit 
dem Glasstab in einem Reagenzglas mit 0,4 ccm Saurelésung auf dem Mikro- 
brenner bis zur vélligen Veraschung der organischen Bestandteile erhitzt wird. 
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Abb. 3. Die kolorimetrische 
Fibrinogen-Bestimmung mittels 
der Nessler-Reaktion. 
(Kurve A) und der Ninhydrin- 
Reaktion (Kurve B). 
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Nach Abkiihlen werden 5 com Wasser zugesetzt und nach gutem Mischen 1 ccm 
entnommen. Dieses wird mit 5 com Wasser und 1 ccm Nessler-Reagens gemischt ; 
nach 5 Min. wird bei 470 my (Spalt 0,26 mm) gegen den Leerwert gemessen und 
das Ergebnis mit den Werten einer Eichkurve verglichen, die mit einer Fibrin- 
standardlésung aufgestellt wurde. 


D. Die Ninhydrin-Reaktion 

Dieses Verfahren beruht auf dem kolorimetrischen Nachweis der 
Aminoséuren mittels Ninhydrins in der alkalischen, hydrolysierten 
Fibrinlésung. Unsere Versuche nach der Methodik von Saifer und 
Newhouse” zeigten, wie auch aus Abb. 3 ersichtlich, die tiberaus 
groBe Empfindlichkeit dieser Reaktion, wobei sich folgende Methodik 
am brauchbarsten erwies: 

Reagenzien: 1. NaOH-NaCl-Lisung: 20 ccm 0,1-n. NaOH werden mit 80 com 
0,9-proz. Natriumchloridlésung gemischt. 

2. 0,9-proz. Natriumchloridlésung. 

3. Ninhydrin-Reagens: a) Citratpuffer: 21,01 g Acid. citricum werden in 
200 com n-NaOH gelést und mit Wasser auf 500 ccm aufgefiillt (px 5,0). 
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b) Ninhydrin-Lésung: 6,7 mg wasserfreies Zinn(II)-chlorid werden in 5 cem 
Citratpuffer in einem 10-ccm-MeBkolben gelést, dann 0,2 g Ninhydrin zugefiigt 
und mit Athylenglykol-monomethylather bis zur Marke aufgefiillt. Die Lésung 
muB klar und leicht gelblich sein; sie ist taglich frisch zu bereiten! 

4, Verdiinnungslésung: Wasser + ”-Propanol1:1. __ 

5. Die bereits oben angegebenen Reagenzien zur Fibrindarstellung. 

0,4 ccm Plasma werden mit 0,32 ccm Phosphatpuffer + 0,48 com Natrium- 
chloridlésung versetzt, 0,08 com Thrombinliésung zugefiigt und nach der oben 
beschriebenen Methode das enthaltene Fibrin dargestellt, wobei dieses nach Aus- 
pressen mit dem Glasstab in einem tarierten (10 ccm) Reagenzglas in 1,5 ccm 
NaOH-NaCl-Lé im kochenden Wasserbad (30 Min.) gelést und hydrolysiert 
wird. Nach Abkiihlen fiigt man 0,5ccm Natriumchloridlésung und 0,5 ccm 
Ninhydrin-Reagens zu. Hierauf kommt die Probe nochmals 30 Min. ins kochende 
Wasserbad zur Farbentwicklung. Nach Abkiihlen fiigt man Verdiinnungslésung 
bis zur Marke (10 cem) zu, zentrifugiert 5 Min. bei 2000 U/Min., entnimmt 2 ccm 
und verdiinnt diese weiter mit. 3 ccm Wasser. AnschlieBend erfolgt die kolori- 
metrische Messung bei 570 my (Spalt 0,8 mm) gegen den Leerwert und die Be- 
rechnung an Hand einer Eichkurve, erhalten mit einer Fibrinstandardlésung. 


Die nephelometrische Methode 

Das Verfahren beruht auf der Salzfiillung des Fibrinogens in még- 
lichst kleinen, gleichmiBig verteilten Teilchen bei einem bestimmten 
pu-Wert und der nephelometrischen Konzentrationsbestimmung dieser 
schwebenden Teilchen, wobei Gerok? eine hochkonzentrierte Natrium- 
chloridlésung,” Parfentiev, Johnson und Cliffton!? Ammonium. 
sulfatlosung verwenden. 

Nach unseren nach beiden Methoden angestellten Versuchen gibt 
das einfach ausfiihrbare Verfahren von Parfentiev, Johnson und 
Cliffton!’, wie auch aus Abb. 4 klar erkenntlich ist, eine gleichmaBiger 
verlaufende Kurve. 

—— mg Fibrin/ccm —— 
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Abb. 4. Die nephelometrische Fibrinogenbestimmung. 


—._— Verfahren nach Gerok 
— — — Verfahren nach Parfentiev, Johnson u. Cliffton. 
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Reagenzien: 1. 0,85-proz. Natriumchloridlésung. 

2. 1,0-proz. Natriumchloridlésung. 

3. Ammoniumsulfatlésung: 133,33 g (NH,),SO, + 10g NaCl werden in 
Wasser gelést und auf ein Volumen von 1000 ccm gebracht. Mit 10-n. NaOH wird 
der po-Wert auf 7,0 gebracht. 

0,5 com Plasma werden mit 0,5 ccm 0,85-proz. NaCl in einer Nephelometer- 
Kiivette verdiinnt und 9ccm Ammoniumsulfatlésung zugefiigt. Nach gutem 
Mischen wird nach 10 Min. der Nephelometerwert bei 470 my (nach Eichung des 
Coleman-Nephelometers mit Standard Nr. 4) bestimmt, der Leerwert (0,5 ccm 
Plasma + 9,5 ccm 1-proz. NaCl) davon abgezogen und die Berechnung an Hand 
der Eichkurve, erhalten mit verschiedenen Mengen von Plasma mit bekanntem 
Fibrinogengehalt, durchgefiihrt. 


Die elektrophoretische Methode 
Die papierelektrophoretische Bestimmung des Fibrinogens ist 
infolge der besonderen physikalischen wie chemischen Eigenschaften des 
Fibrinogens von verschiedenen Autoren als unméglich? !%%**, von 
anderen als zweifelhaft** *4 bzw. fiir eine quantitative Bestimmung als 
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Alb. 49,26 
Glob. a, 5,82 
a, 9,60 

B 13,70 

y 3,82 

y 17,80 





Alb. 50,00 
Glob. a, 6,35 
a%& 9,20 
B 12,71 
p 4,32 
y 17,42 
Abb. 5. Die elektrophoretische Untersuchung des Blutplasmas, oben auf Papier 
unten in freier Phase, | 


32 G. Schneider u. Ch. Wunderly, Schweiz. med. Wschr. 82, 445 [1952]. 

8 Ch. Wunderly, Die Papierelektrophorese (H.R. Sauerlinder & Co., Aarau- 
Frankfurt a. M., 1954). 

* E.L. Durrum, J. Amer. chem. Soc. 72, 2943 [1950]; F. V. Flynn u. 
P. DeMayo, Lancet 11, 235 [1951]; F. J. Loomeijer, Nederl. Tijdschr. Genees- 
kunde 96, 2360 [1952]. 
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zu ungenau=* angesehen worden. Aufbauend auf ihren Versuchen sowie 
denen von Antonini-Piva”™ gelang es uns schlieBlich, eine Methodik 
auszuarbeiten, welche exakte, reproduzierbare Ergebnisse liefert. 


Abb. 5 zeigt ein Elektropherogramm des Plasmas einer Kontrollperson, 
sowohl nach der Methode auf Filterpapier, als auch in freier Phase, wobei die 
Werte der einzelnen Proteinfraktionen in °, angegeben sind. Da die Fraktion » 
dem Fibrinogen entspricht, kann somit an Hand des Wertes der Gesamtproteine 
leicht der Fibrinogengehalt in mg errechnet werden. 

Zur Methodik nur kurz folgendes: a) Papierelektrophorese®. Wir ver- 
wendeten einen Apparat aus Plexiglas, gebaut nach eigenen Angaben und Veronal- 
Na/Na-Acetat Puffer (pq 8,65; J = 0,09). Die Filterpapierstreifen (Whatman 1) 
wurden mit 1 proz. Natriumcitrat-Lésung getrankt und dann die Elektrophorese 
bei 110 V und 1 mA pro Streifen wahrend etwa 12 Stdn. durchgefiihrt. Die Aus- 
wertung erfolgte nach der Methodik von Grassmann-Hannig*®. b) Die Elektro- 
phorese in freier Phase wurde mit dem Apparat zur Mikroelektrophorese Kern, 
Modell LK 30, durchgefiihrt; dieser arbeitet nach dem interferometrischen Prin- 
zip !8¢,20, mit Veronal-Na/Na-Acetat Puffer mit Oxalatzusatz (pq = 8,5; J = 0,1), 
60 —65 V bei 3,5 A wahrend 30—40 Minuten. 


Vergleich der verschiedenen Methoden 


Vergleicht man die Ergebnisse, die nach den verschiedenen Me- 
thoden erhalten worden-sind, so fallt die relativ gute Ubereinstimmung 
der Werte auf. In der Literatur bestehen dariiber groBe Meinungs- 
verschiedenheiten, die sich durch die zu unterschiedlichen Versuchs- 
bedingungen der einzelnen Autoren erkliren. Esser und Heinzler® 
berichten bei der Gegeniiberstellung von Gravimetrie und Biuret- 
Reaktion iiber eine Differenz von + 7,8°,, Jahnke** fand, daB die 
Elektrophorese in freier Phase mit der gravimetrischen Methode gut 
iibereinstimme und nennenswerte Unterschiede nur bei hohen Fibri- 
nogenwerten vorkimen. Die einzigen beschriebenen Vergleiche zwischen 
papierelektrophoretischer Fibrinogen- Bestimmung und gravimetrischem 
Verfahren, durchgefiihrt von Antonini-Piva*!, weisen Unterschiede 
bis zu 40°, auf, wobei aber der Methodik verschiedene Mingel anhaften. 
Hingegen konnten wir in einer Untersuchung an Tuberkulésen%’, also 
bei Vorliegen sehr hoher Fibrinogen-Werte, zwischen Papier- und freier 
Elektrophorese, in bezug auf die Fraktion gy, eine Ubereinstimmung 
Om = 8,561°%, finden (gegeniiber den Kjeldahlwerten: Papierelektro- 
phorese: 6m = —1,041°%; freie Elektrophorese: o,, = +7,520°,). 

In Tab. 1 sind die Ergebnisse unserer Kontrollbestimmungen bei 


Personen mit normalem und erhéhtem Plasmafibrinogenspiegel an- | 


gefiihrt, wihrend Tab. 2 die daraus errechneten Indizes der mittleren 
Abweichung (bezogen auf die Kjeldahlwerte) enthalt. Es zeigt sich, 
daB die genauesten Ergebnisse mittels der Biuret-, Ninhydrin- und 
nephelometrischen Methode erhalten werden, wihrend alle anderen Ver- 
fahren mehr oder weniger groBe Abweichungen zeigen. Vom praktischen 

3% W.Grassmann u. K. Hannig, diese Z. 290, 1 [1952]. 

3% K. Jahnke, Arztl. Forsch. 6, I, 165 [1952]. 

37 A, Hirsch u. C. Cattaneo, Riv. Tbe. Malatt. App. Resp. 3, 245 [1955), 
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Bd. 304 (1956) Plasma-Fibrinogen- Bestimmungsmethoden 


Tab. 1. Kontrollbestimmungen von Fibrinogen im Plasma in mg*,. 





Papier-| Freie | Ges, 
Elektro-| Elektro-| KiweiB 
phore e| phorese (g%) 


- . 
E Nin- 
Py hydrin 





294 279 | 8,00 
296 308 | 7,43 
312 334 | 8,00 
290 338 | 7,62 
294 370 | 7,62 
326 380 | 7,81 
314 402 | 8,37 
414 485 | 8,00 
500 570 | 8,00 
540 620 | 8,55 


9. F. 
10. P. E. 


400503 03407010054 
































Tab. 2. Fehlerkritische Auswertung. 


a Standard-Abweichung (bezogen auf die Kjeldahl-Werte) 
fo = Mittlerer Fehler der Standard-Abweichung 


om = Standard-Abweichung in °% (bezogen auf die einzelnen arithmetischen 
Mittel) 





o fo Om 





Gravimetrie + 3,90 + 0,871 + 1,139%, 
Biuret + 0,295 + 0,066 

Tyrosin + 3,66 + 0,819 
Nessler + 4,62 + 1,032 : , 
+ 0,400 +- 0,089 + 0,111% 
+ 0,749 + 0,167 t- 0,207%, 
Papier-Elektrophorese. . . + 3,00 + 0,670 + 0,856%, 
Freie Elektrophorese . . . + 5,73 + 1,284 + 1,406%, 











Standpunkt aus muB man dabei Methoden, welche das Blutplasma 
direkt zur Untersuchung verwenden und solche, welche erst den Umweg 
der Fibrindarstellung erfordern, unterscheiden, wobei letzteren natiirlich 
immer eine gréBere experimentelle Fehlerbreite anhaftet. Eine Sonder- 
stellung nimmt die Elektrophorese ein, welche dem Untersucher neben 
dem Fibrinogenwert auch genauen Einblick in die iibrige Zusammen- 
setzung der Plasmaproteine bietet. 


In Kenntnis dieser Tatsachen sowie der Genauigkeit der einzelnen 
Methoden, bei entsprechender exakter Durchfiihrung, kann sich somit 
jeder Untersucher das seinen Versuchsbedingungen angepaBte Ver- 
fahren zur Bestimmung} des Plasma-Fibrinogens, dessen Werte auch 
fiir die Klinik von gréBtem Interesse sind, wihlen. 





Plasma-Fibrinogen- Bestimmungsmethoden Bd. 304 (1956) 


Zusammenfassung 


Die verschiedenen modernen Verfahren zur Bestimmung des 
Fibrinogens im Plasma wurden vergleichend untersucht, die Empfind- 
lichkeit der einzelnen Reaktionen gepriift und aus jeder Gruppe von 
Methoden die geeignetste unter Angabe der genauen Untersuchungs- 
vorschrift ausgewahlt. Die Bestimmungsergebnisse bei allen Verfahren 
wurden einer fehlerkritischen Berechnung unterzogen. 


Summary 


A comparative investigation of the various modern methods for 
the estimation of fibrinogen in plasma has been carried out and the 
sensitivity of the individual reactions determined. The most suitable 
method has been selected from each group and details are given of the} 
experimental procedure. The results obtained by all the methods have j 
been examined and the limit of error determined in each case. 





liiny 
Ger 
Bei 
kon 


link 


© Sch 


Die 


Tab. 


Bd. 304 (1956) 


Konstitutionsermittlung 
der Isomeren der y-Amino-8-hydroxy-buttersdure 
durch erschépfende Methylierung 
Von 


Akihiko Musashi und Ken-ichi Tomita 


Aus dem Biochemischen Laboratorium der Pharmazeutischen Frauen-Hochschule, Kobe, 
Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. November 1955) 


Zur Konstitutionsermittlung des Carnitins hat M. Tomita vor 
lingerer Zeit die y-Amino-f-hydroxy-buttersiure synthetisiert und in 
(iemeinschaft mit Sendju ihre optisch aktiven Formen dargestellt’. 
Bei der Spaltung der Benzoylverbindungen mit Hilfe von Brucin 
konnten durch asymmetrische Synthese je zwei rechtsdrehende und zwei 
linksdrehende Enantiostereomere erhalten werden, die sich nach 
» Schmelzpunkt, Léslichkeit und optischer Aktivitit verschieden verhalten. 
Die [somerie iiberdauerte auch die Abspaltung des Benzoylradikals mit 


© Tab. 1. Die wichtigsten Eigenschaften der vier Benzoylverbindungen und der 
entspr. freien Aminosauren. 





Debye- Auf- 
20 nahme 

Db Lingen- 
ausdehnung 


Enantiostereomere Schmp. (unkorr.) [a] 





L-y-Benzoylamino- B-hydroxy- 
buttersiure I 172° ~7,5 (n/.-NaOH) 12,4 A 
p-y-Benzoylamino- B-hydroxy- 
buttersaéure I 178° + 4,1°(n/,-NaOH)| 12,4 A 
L-y-Benzoylamino-B-hydroxy- | 114° (wasserfrei) | —11,8° (H,O) 8,7 A 
buttersiure IT 81°(+1H,O) | —22,0° (n/.-NaOH) 
p-y-Benzoylamino-B-hydroxy- | 114° (wasserfrei) | + 10,1° (H,O) 8,7 A 
buttersdure IT 80° (+ 1 H,O) | +22,0° (n/.-NaOH) 





L-y-Amino- B-hydroxy-butter- 
siure I 213° — 3,40° (HO) 7,3 A 
p-y-Amino-B-hydroxy-butter- 
siure I 214° + 3,21° (HO) 7,3 A 
L-y-Amino- B-hydroxy-butter- 
siure II 212° — 21,06° (H,O) 32 A 
p-y-Amino-B-hydroxy-butter- 
siiure TL 214° +-18,30° (HO) 3,2 A 











1M. Tomita, diese Z. 124, 263 [1923]; M. Tomita u. Y.Sendju, diese 
Z. 169, 263 [1927]. 
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Bromwasserstoffsiure, so daB vier aktive Formen der y-Amino-f-hy. 
droxy-buttersiure, und zwar zwei Paare von Antipoden dargestellt 
werden konnten?. 

Um das Wesen dieser Isomerisation zu erkennen, haben Tomita und Seiki 
die beiden Antipoden-Paare der freien y-Amino-f-hydroxy-buttersiure und der 
Benzoylverbindung réntgenographisch untersucht. Nach Debyes Pulververfahren 
erhielt man die den beiden Verbindungen typischen Interferenz-Erscheinungen. 
Durch Ausmessung der Diagramme von beiden Antipoden-Paaren der freien und 
benzoylierten Aminoséuren konnten sie annehmen, da’ die Saiuren I eine offene 
Kettenstruktur (dissoziierbare Form) und die Sauren II (vgl. Tab. 1) eine betain. 
artige Struktur (schwer dissoziierbare Form) besitzen?. 

Der Verlauf der erschépfenden Methylierung, die zu Derivaten 
beider Formeln fiihren kann, zeigt auch die Widerstandsfihigkeit der 
Isomeren. Behandelt man z. B. die betainartige y-Amino-f-hydroxy. 
buttersiure (II) mit Methyljodid und Kalilauge bei Zimmertemperatu 
(Tomita und Sendju?), so gehen drei Methylgruppen ausschlieBlich 
an den Stickstoff, wihrend die kettenférmige Aminosiure (I) unter 
Kintritt von zwei Methylgruppen am Stickstoff einen Methylester (III) 


CH,—NH, CH,—N(CH,), 


CH—OH © CH,J 4+ KOH, Zimmertemp. CH—OH , 
J - > Biuret-R. (+) 
CH, * (CH,),80, + KOH, Zimmertemp. CH, 


‘ CH,J 4+ KOH, erhitzt im geschloss. ' ’ 
( O.H . Rohr ( Of H, 


I UL 
CH, —NH,° CH,—N®(CH,), 


| | 
CH—OH ~ CH—OH 
l | 


CH CH,J + KOH, Zimmertemp. CH, Biuret-R. (— 
. =~ ' 
| 
CcO- 0° CO—0O? 
II IV 
Tab. 2. Ubersicht iiber die Produkte der erschépfenden Methylierung der 
Enantiostereomeren. 





Erschépfend methy- | y-Dimethylamino-f-hydroxy-butter- | y-Trimethyl-8-hydroxy-butyrob 
lierte Verbindun- siure-methylester aus aus 

gen mit CH,J 

u. KOH, b. syn- 

Zimmer- | 1-siureI | p-Siure I thetische | L-Siéiure II | p-Saure II 

temp. rac. Siure 


[a] —3,40° [a], +3,20° [a] =0° |[a]}?—21,06% [13> +18,30° 





Eigenschaften 





spezif. Drehung —17,25° | +8,40° —20,98° | +20,20° 


Schmp. d. Au- 
Salze. . . 151° 151° 155° 155° 


Biuret-Reaktion +. a — — 
* erschépfend methyliert durch (CH;),SO, + KOH bzw. mit CH,J im geschloss, Rohr auf 110 




















2 M. Tomita u. Y. Seiki, J. Biochemistry [Tokyo] 30, 101 [1939]. 
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liefert. Wenn man dabei die Aminosaure mit Methyljodid und Kalilauge 
im geschlossenen Rohr erhitzt oder Dimethylsulfat nach der Vorschrift 
von J. Novak’ anwendet, so erhilt man aus beiden Isomeren der y-Ami- 
no-$-hydroxy-buttersiure nur das _ y-Trimethyl-f-hydroxy-butyro- 
betain (IV). 

Beide erschépfend methylierten Verbindungen, der y-Dimethyl- 
amino-$-hydroxy-buttersiure-methylester (III) und das y-Trimethy]l- 
p-oxy-butyrobetain (IV), sind réntgenographisch zu identifizieren, da 
sie typische Interferenzerscheinungen zeigen (Abb. 1). Noch einfacher 
kann man sie mit Hilfe der Biuretreaktion nach Tomita differenzieren. 
Tomita und Tsunoo® konnten, neben der Schiffschen Regel der 
Biuretreaktion, zeigen, daB diejenigen Verbindungen die Biuretreaktion 
geben, welche im Molekiil mindestens einen end- oder mittelstiindig 


a b 


Abb. 1. Debye-Scherrer-Diagramme der erschépfend methylierten y-Amino-f- 
hydoxy-buttersiuren (Cu-Kx-Strahl, Ni-Filter, 35 KV 7 mA, Kamera Konst. 
2,45 cm) 


a) methyliert durch CH,J und‘KOH bei Zimmertemperatur, 
b) methyliert durch (CH,;).SO, und KOH sowie durch CH,J und KOH im 
geschlossenen Rohr auf 110° (identische Diagramme). 


liegenden Amino-hydroxy-ithylen-Rest, -CH(OQH)-CH,-NH,, besitzen 
und daB die Reaktion noch positiv ist, wenn ein oder beide Wasser- 
stoffatome der Aminogruppe durch Alkyl substituiert sind, wihrend die 
Biuretreaktion bei den Betainformen ausbleibt. Dementsprechend kann 
die Betain- oder offene Struktur der isomeren y-Amino-f-hydroxy- 
buttersiuren bei den Produkten ihrer Methylierung mit Methyljodid 
und Kalilauge bei Zimmertemperatur am negativen oder positiven 
Ausfall der Biuretreaktion erkannt werden. 


Beschreibung der Versuche 
Die erschépfende Methylierung der y-Amino-f-hydroxy-butter- 


= siure durch Methyljodid bei Zimmertemperatur wurde I. c.! beschrieben. 


Erschépfende Methylierung durch Dimethylsulfat: 1.2 g y-Amino- 
f-hydroxy-butterséure werden in 10 cem n-KOH gelést, mit 5,7 g (4,5 Mol.) Dime- 


3 J. Novak, Ber. dtsch. chem. Ges. 45, 834 [1912]. 
4M. Tomita, diese Z. 201, 38 [1931]. 
5S. Tsunoo, J. Biochemistry [Tokyo] 25, 375 [1937]. 
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thylsulfat und 2,5 g KOH in einer konz. waBr. Lésung abwechselnd in einer 
kleinen Portion unter starkem Umschiitteln in Zimmertemperatur versetzt. Nach 
Beendigung der Reaktion (etwa 30 Min.) wird das Gemisch auf dem Wasserbad 
erwarmt, nach dem Erkalten mit 2-n.H,SO, neutralisiert und unter vermindertem 
Druck eingedampft. Um das bei der Reaktion gebildete Monomethylsulfat und 
K,SO, zu beseitigen, wird der Riickstand zunichst mit kaltem Alkohol extrahiert 
und der Alkoholauszug nach der Destillation in Wasser gelést und dann mit 
5 eem n-HCl erhitzt. Nach dem Erkalten wird mit BaCl, versetzt und das Filtrat 
vom BaSO, unter vermindertem Druck eingedampft. Der Riickstand wird mit 
kaltem Alkohol extrahiert. Durch Wiederholung dieser Behandlung erhalt man 
reines Betain, welches keine Biuretreaktion gibt und mit einer waBr. Goldchlorid. 
lésung bei salzsaurer Reaktion gelbe Blattchen vom Schmp. 127—128° liefert. 
C,H,,0,N-HAuCl, Ber. Au 39,34 Gef. Au 39,03 


Erschépfende Methylierung durch Methyljodid im Rohr: 1.2, 
y-Amino-B-hydroxy-buttersaure, in etwas weniger als der fiir 3 Moll. be. 
rechneten Menge starker Kalilauge gelést, wird mit 3 Mol. Methyljodid und viel 
Methanol versetzt und im geschlossenen Rohr 5 Stdn. im Olbad auf 110° erhitzt. 





Nach dem Erkalten wird das Reaktionsgemisch unter vermindertem Druck einge- 
dampft, der Riickstand mit Wasser aufgenommen, zur Entfernung des Jods wit 
iikerschiiss. Silbersulfat versetzt. Die von Silberjodid und Silbersulfat abfiltrierte 
Lésung wird unter geringem Druck stark eingeengt. Der Riickstand wird mit Alko. 
hol extrahiert. Durch Wiederholung dieser Behandlung erhalt man ein reines 


Betain, welches keine Biuretreaktion gibt und mit einer waiBrigen Goldchlorid.) 


lésung bei salzsaurer Reaktion gelbe Blittchen vom Schmp. 128° liefert. 
C,H,,0,N-HAuCl,. Ber. Au 39,34 Gef. Au 38,90 


Zusammenfassung 


Die Konstitution der isomeren y-Amino-f-hydroxy-buttersiuren} 
wurde durch die Debye-Scherrer-Diagramme der nach verschiedenen) 
Methoden erhaltenen Methylierungsprodukte und durch deren Ver 


halten bei der Biuretreaktion erneut sichergestellt. f 


Summary 

The constitution of the isomeric y-amino-f-hydroxybutyric acid 

has been confirmed by means of the Debye-Scherrer diagrams of the 

methylation products obtained by various methods and by the beha. 
viour of the latter in the biuret reaction. 








(1956) 
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Uber Derivate der y-Amino-crotonsaure 


Von 
Akihiko Musashi 


Aus dem Biochemischen Laboratorium der Pharmazeutischen Frauen-Hochschule, Kobe, 
Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. November 1955) 


Neben den «-Betainen, welche sich von den «-Aminosiuren ab- 
leiten, finden sich in der Natur auch w-Betaine, deren biologische Vor- 
stufen in den w-Aminosiuren gesucht werden miissen. So liefert die 
y-Amino-buttersiure das Butyrobetain, ebenso wird das Carnitin aus 
y-Amino-$-hydroxy-buttersiure und das Crotonbetain aus y-Amino- 
crotonsiure erhalten. Wegen dieser Beziehung sollte man auch y-Amino- 
siuren als Naturprodukte finden; ihre Isolierung wird aber erst durch 
bessere Trennungsmethoden gelingen. Fiir die Abscheidung der leicht 
léslichen Aminosdiuren aus Gemischen oder aus Lésungen, welche Salze 
und andere Stoffe enthalten, leisten bisher vorzugsweise verschiedene 
organische Derivate gute Dienste. 


Ks lag nahe, das Verhalten der zuerst von mir dargestellten y-Amino- 
crotonsiure einerseits zu Flaviansiure, Phthalsiure, Phenyl- und 
«-Naphthyl-isocyanat, p-Toluol- und f-Naphthalin-sulfonsiure zu 
priifen, da das Auffinden der charakteristischen Salze neben dem 
Interesse, das ihre Kenntnis an sich selbst bietet, fiir die Isolierung der 
Aminosaure als Naturprodukt von Bedeutung ist. Anderseits muBten 
sich weiter die mit dem Kreatin verwandten Stoffe y-Methylamino- 
(I[) und y-Methylguanidino-crotonsdure (III) auf eindeutigem Wege 
aus y-Methylamino-f-hydroxy-buttersiure bereiten lassen. 


HN. y: 
‘ SC=NH 
CH,—NH CH,—NH CH,—N 
CH, | GH, CH, 
CH—OH CH CH 
| —> i > 
CH, CH CH 
| I | 
CO,H CO,H CO,H 
I ia ul 
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Beschreibung der Versuche 


1. Flavianat: Gemische konzentrierter wasseriger Lésungen von 0,5 g 
y-Amino-crotonsaéure und 1,6g Flaviansaure scheiden nach Einengen und 
Abkiihlen gelbe Nadelchen ab; Schmp. 233° (Zers.). 

C,H,O,N-C,,>H,O,N.S Ber. N 10,12 Gef. N 10,41 


2. Phthalimido-crotonsaure: Das Gemisch von 1,0 g y-Amino-croton- 
siure und 1,4g Phthalsaure-anhydrid wird etwa 15 Min. im Olbad auf 180° 
erhitzt und nach dem Erkalten mit heiBem Alkohol extrahiert. Beim Einengen der 
Ausziige scheiden sich Kristalle ab, welche, aus abso]. Alkohol umkristallisiert, bei 
212° schmelzen. : 

C,.H,O,N Ber. C 62,34 H3,92 Gef. C62,23 H4,0i 


3. Phenylisocyanat-Verbindung: Zu einer Lésg. von 1,0g y-Amino- 
crotonsaure in 25 ccm n-NaOH gibt man unter starker Abkiihlung und Schiitteln 
15g Phenylisocyanat allmahlich zu, schiittelt weiter bis zum Verschwinden 
des Cyanatgeruches und sauert mit 2-n.H,SO, an. Die ausgefallenen Kristalle 
werden aus Wasser umkristallisiert: 1,0 g Platten vom Schmp. 184— 185° (Zers.). 
Leicht léslich in Alkohol, Aceton, heiBem Wasser und Essjgester, wenig in kaltem 
Wasser, unlislich in Ather, Petrolither, Benzol und Chloroform. 


C,H,,0,N, Ber. C 59,99 H5,49 N 12,72 
Gef. C 60,39 H 5,71 N 13,14 


4. «-Naphthylisocyanat-Verbindung: Die Lésung von 0,5 g y- Amino- 
crotonsaure in der ber. Menge n-NaOH wird mit 20 ccm Wasser und in Inter- 
vallen von % Stde. allmahlich unter kraftigem Schiitteln mit 1,0g «-Naph- 
thylisocyanat versetzt. Nach 2 stdg. Stehenlassen filtriert man den ausgeschie- 
denen Dinaphthylharnstoff ab und saéuert mit Salzsiure an. Die Naphthylisocyanat- 
Verbindung scheidet sich dann kristallinisch ab. WeiBe Nadeln (aus verd. Alkohol), 
Schmp. 193° (Zers.). Leicht léslich in Alkohol und Aceton, wenig in kaltem Wasser, 
nicht in Ather, Petrolather und Chloroform. 

C,5H,,0,N, Ber. C 66,65 H 5,22 N 10,37 
Gef. C 66,01 H 5,19 N 10,62 


5. p-Toluolsulfonyl-y-amino-crotonsaure: Das Gemisch von 3,8 g 
p-Toluolsulfochlorid in 20 ccm Ather mit 1,0g y-Amino-crotonsaure in 
20 com n-NaOH wird 1 Stde. kraftig geschiittelt, nochmals mit 20 com n-NaOH 
versetzt und % Stde. weiter geschiittelt. Die wiBr. Schicht wird dann filtriert und 
mit 2-n.H,SO, kongosauer gemacht. Die abgeschiedenen Kristalle werden aus 
heiBem Wasser umkristallisiert: 2,0 g weiBe Nadelchen vom Schmp. 157— 158°. 
Leicht léslich in heiBem Wasser und Alkohol, wenig in Chloroform, Benzol und 
kaltem Wasser, kaum léslich in Ather und Petrolather. 


C,,H,,0,NS Ber. C51,75 H5,13 N 5,49 
Gef. (51,72 H5,17 N 5,32 


6. B-Naphthalinsulfonyl-y-amino-crotonsaiure: Ein Gemisch von 
2,3 g B-Naphthalinsulfochlorid in 30 ccm Ather mit 0,5 g y-Amino-croton- 
siure in 10 ccm n-NaOH wird auf der Maschine bei gewéhnlicher Temperatur 
geschiittelt. In Intervallen von 1 Stde. fiigt man noch 10 com n-NaOH zu und 
schiittelt 4% Stde. weiter. Die waBr. Schicht wird dann filtriert und mit 2-n.H,SO, 
kongosauer gemacht. Uber Nacht scheiden sich im Eisschrank Kristalle ab. Ausb. 
1,5 g (aus heiBem Wasser). Schmp. 163°; leicht léslich in Alkohol, Aceton und in 
heiBem Wasser, schwer in Benzol, Chloroform und in kaltem Wasser, kaum ldslich 
in Ather und Petrolather. 


C,,H,,0,NS Ber. (57,72 H 4,50 N4,81 
Gef. (57,99 H 4,64 N 5,09 
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7. p-Toluolsulfonyl-y-methylamino-crotonsaure: Die Lésung von 
15,3g p-Toluolsulfonyl-y-amino-crotonsaéure in 30 ccm 5-n.NaOH wird 
mit 114g Dimethylsulfat 1 Stde. auf der Maschine geschiittelt und 3 Stdn. 
auf dem Wasserbad erwirmt. Nach dem Abkiihlen wird das Reaktionsprodukt mit 
iiberschiiss. Salzsiure gefallt; es erstarrt nach einigen Tagen im Eisschrank. Die 
erstarrte Masse wird mit Eiswasser gewaschen und aus alkoholhaltigem Wasser 
umkristallisiert. WeiBe Nadeln, Schmp. 164— 165°, Ausbeute 15,2 g. 

Cy.H,;O,NS Ber. C 53,53 H 5,62 Gef. C 53,39 H 5,88 

8. y-Methylamino-crotonsaure: 2,8 g y-Methylamino-f-hydroxy- 
butterséure (Schmp. 190°), dargestellt nach Iseki!, werden mit 30 ccm konz. 
Schwefelsdure etwa 1 Stde. im Olbad auf 130° erhitzt. Die schwefelsaure Lésung 
wird nach dem Erkalten mit 150 com Wasser verdiinnt und mit iiberschiiss. Barium- 
carbonat versetzt. Die vom Bariumsulfat und Bariumcarbonat abfiltrierte alka- 
lische Lésung wird mit verd. Schwefelsiure genau neutralisiert und unter ver- 
mindertem Druck stark eingeengt. Die sirupése Lésung wird mit der mehrfachen 
Menge absol. Alkohol iibergossen, die so erhaltene Fallung aus waGr. Alkohol um- 
kristallisiert. Ausb. 2,0 g. y-Methylamino-crotonsaure; Schmp. 185°. Leicht 
léslich in Wasser. ; 

C;H,O.N Ber. C 52,16 H7,88 Gef. C 52,10 H 7,75 

Pikrat: 60mg y-Methylamino-crotonsaure, in wenig Wasser geldst, 
werden mit 120 mg Pikrinsaure in alkohol. Lésung unter Erwairmung versetzt 
und eingeengt. Die ausgeschiedenen Kristalle liefern aus Methanol zitronengelbe 
Plattchen vom Schmp. 142°. 

C;H,O,N-C,H,0,N; Ber. C 38,38 H 3,51 Gef. C 38,75 H 3,91 

9. y-Methylguanidino-crotonsaure: 0,65 g y-Methylamino-croton- 
siure werden mit 0,26 g frisch dargestelltem Cyanamid in 10 com Wasser gelést 
und nach Zugabe einiger Tropfen Ammoniak bei Zimmertemperatur stehen- 
gelassen. Nach einigen Tagen wird die ausgeschiedene Kristallmasse abgesaugt und 
mit Alkohol bis zum Verschwinden des Dicyanamids ausgekocht. Durch mehr- 
faches Umlésen des Rohproduktes in heiBem Wasser und Einengen der Lésung 
wurde reine y-Methylguanido-crotonsaure in einer Ausbeute von 0,42 g 
erhalten. Sie kristallisiert in Prismen, schmilzt bei 295—296° (Zers.); leicht léslich 
in heiBem Wasser. 

C.H,,0.N, Ber. C 45,85 H7,05 Gef. C 45,58 H 7,36 


Zusammenfassung 


Die Darstellung von Derivaten der y-Amino-crotonsiure, insbe- 
sondere von y-Methylguanidino-crotonsiure, wird beschrieben. 


Summary 


The preparation of derivatives of y-aminocrotonic acid is described 
with special reference to y-methylguanidinocrotonic acid. 


1 T. Iseki, J. Biochemistry [Tokyo] 25, 549 [1937]. 
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Zur Kenntnis der N-haltigen Muskelextraktivstoffe 
der japanischen Giftschlange Agkistrodon Blomhoffi 


Von 
Tsuneo Tomita 
Aus dem Chemischen Laboratorium der Mukogawa-Frauen-Universitét, Nishinomiya, Japan 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. November 1955) 


Bekanntlich wird die Hauptmenge des Stickstoffs bei den Saurop- 
siden im Gegensatz zu den iibrigen Wirbeltieren im Harn nicht in Form 
von Harnstoff, sondern als Harnsiure ausgeschieden. Danach konnte 
man vermuten, da8 sich auch unter den Extraktstoffen der Sauropsiden- | 
Muskeln andereSubstanzen finden lieBen als bei den iibrigen Wirbeltieren. 

H. Imamura! hat 1939 in Tomitas Institut eine bisher unbe- 
kannte Substanz aus Schlangenmuskeln isoliert und fiir diese auf Grund 
der Analyse ihres Pikrolonates die Formel C,,H,,0,N, angenommen. 
Drei Jahre spiter berechnete Kendo* aus den Analysenwerten der 
freien Base und mehrerer Salze die Forme! C,,H,,0,N,, also eine sum- | 
marische Anserin-Formel und nannte den Stoff nach dem Ort seiner 
ersten Feststellung Ophidin. 

Wie Kendo? feststellte, zersetzt sich das Ophidin beim Kochen mit Baryt 
unter Bildung von f-Alanin und Methyl-histidin, das sich in verschiedenen Eigen- 
schaften von dem durch Anserin-Spaltung gebildeten N-Methyl-histidin unter- 

scheidet. Bei der Abspaltung der ali- 

phatischen Seitenkette des Ophidins mit 

HO,C-CH-NH-CO-CH,-CH,-NH, Calciumoxyd entstand 2-Methyl-imid- 

CH azol; dadurch war die Stellung der Methyl- 

- gruppe im Imidazolring festgelegt und die 

‘; ae Konstitution der Base als 2-Methyl- 

\c—CH, N*-[B-alanyl]-L-histidin erkannt. Vor 

HC nZ kurzem gelang es Ono und Hirohata 

“H diese Konstitution durch die Synthese 

aus L-2-Methyl-histidin und f-Alanin zu 
beweisen®, 

Bei der Darstellung des Ophidin-pikrolonates fand Imamura noch 
ein anderes Pikrolonat, aus dem bei wiederholtem Umkristallisieren 
ein Dipikrolonat vom Schmp. 152° und ein Monopikrolonat vom 
Schmp. 235° erhalten werden konnte. Auf Grund der Analyse des 
letzteren stellte er fiir die neue Base die Formel C,H,,0,N, auf. Infolge 
Substanzmangel konnte er die Untersuchung nicht weiterfiihren. Die 
Base C,H,,0,N, konnte bisher nur aus Kobramuskeln, nicht aber aus 


1H. Imamura, J. Biochemistry [Tokyo] 30, 479 [1939]. 

2 K. Kendo, J. Biochemistry [Tokyo] 36, 265 [1944]. 

3 T.Ono, J. Jap. biochem. Soc. 27, 278 [1955]; T. Ono u. R. Hirohata, 
diese Z. 304, 77 [1956], folgende Mitteilung. 
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Muskeln ungiftiger Schlagen isoliert werden, wahrend das Ophidin in 
allen bisher untersuchten Schlangenarten vorkommt. Da Kobramus- 
keln schwer zu beschaffen sind, untersuchte ich die mit Phosphorwolf- 
ramsiure fallbaren Anteile der Extraktivstoffe aus der Muskulatur der 
japanischen Giftschlange Agkistrodon Blomhoffi. 


Beschreibung der Versuche 


A. Untersuchung der Base C,H,,0,N. von Imamura 


Eine kleine Menge der Verbindung C,H,,0,N, wurde dem Verfasser von 
Herrn Prof. M. Tomita zur Verfiigung gestellt. Die Ergebnisse der C-, H-, N- und 
Amino-N-Bestimmungen stimmten mit denen von Imamura gut iiberein. Die 
spezif. Drehung betragt +45,0°. Die wiBr. Lésung reagiert stark basisch und laB8t 
sich mit einer Reihe bekannter Alkaloid-Fallungsmittel niederschlagen; sie gibt 
eine typische Ninhydrinfarbung und die Biuretreaktion. Eine aliphatische Doppel- 
bindung ist nicht vorhanden, da Permanganatlésung nicht entfarbt wird. 

Der positive Ausfall der Biuretreaktion lieB neben den von Schiff‘ fiir diese 
Reaktion verantwortlich gemachten Gruppen auf Grund der Erfahrungen von 
M. Tomita® das Vorhandensein der Gruppierung —CH(NH,)—CHOH— ver- 


muten. 


B. Gewinnung und Trennung der Muskelextraktstoffe 
von Agkistrodon Blomhoffi 


Da es infolge der Eigenart des Schlangenskeletts sehr schwierig ist, die Musku- 
latur herauszupraparieren, wurden die Rumpfteile der Schlangen nach der Ent- 
fernung von Haut und Eingeweiden so lange mit heiBem Wasser behandelt, bis 
die Ablésung der Muskeln von den Skeletten méglich war. Die Gewichtsdifferenz 
vor und nach der Wasserextraktion entsprach dann der Menge der verwendeten 
Muskeln. 

Der Wasserextrakt von 2,3 kg Muskeln wurde durch Hitzekoagulation und 
dann durch Tannin-Blei-Fallung enteiweiBt. Das Filtrat wurde nach Beseitigung des 
Bleis stark eingeengt und mit Phosphorwolframsaure (PWS) gefallt. Diese Fallung 
wurde auf bekannte Weise mit Baryt zersetzt, die Basenlésung mit Salpetersaure 
angesduert und mit Silbernitrat gefallt. Nach Beseitigung des geringfiigigen Purin- 
basen-Niederschlages wurden die Hexonbasenfraktionen nach dem Kossel-Kutscher- 
schen Silberbaryt-Verfahren hergestellt. Die Silberverbindungen jeder. Fraktion 
wurden mit verd. Schwefelsdiure verriihrt und mit Schwefelwasserstoff behandelt. 
Das Filtrat vom Schwefelsilber wurde eingeengt und die Schwefelsiure mit Baryt 
beseitigt. Nachdem iiberschiiss. Baryt mit Kohlensiure ausgefallt worden war, 
wurde eingeengt, mit alkohol. Pikrolonsiurelésung versetzt und in der Kalte 
stehengelassen. 

1. Histidin-Fraktion: Da diese Fraktion die Paulysche und Jaffésche 
Farbenreaktion zeigte, so muBten Imidazolderivate und Kreatinin darin ent- 
halten sein; gleichwohl sind unsere Bemiihungen, hier zu einem definitiven 
kristallisierten Stoff zu kommen, bisher erfolglos gewesen. 

2. Arginin-Fraktion: Beim Zusatz von Pikrolonsiure-Lésung schieden sich 
gelbe, kristallinische Niederschlige ab. Durch wiederholtes Umkristallisieren 
aus Wasser wurden zwei Arten von Kristallen erhalten. Die einen schmolzen 
bei 230°; sie gaben bei der Mischprobe mit Ophidin-pikrolonat keine 
Schmelzpunktsdepression. Die anderen Kristalle schmolzen bei 160°. Zur 
Konstitutionsermittlung war die Ausbeute an dieser Verbindung zu gering. 
Nach der Mischschmelzpunktsprobe scheint sie mit dem Dipikrolonat der 
Imamuraschen Substanz C,H,,0,N, identisch zu sein. 


4-H. Schiff, Liebigs Ann. Chem. 299, 236 [1898]. 
5 M. Tomita, diese Z. 201, 38 [1931]. 
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3. Lysin-Fraktion: Nach Zusatz von alkohol. Pikrolonsiure-Lésung schieden 


sich feine Kristalle ab, die nach dem Umkristallisieren aus Wasser bei 
230— 232° schmolzen. Bei der Mischprobe mit Ophidin-pikrolonat zeigte 
der Schmp. keine Depression. Aus der Mutterlauge konnten keine kristallinen 
Substanzen erhalten werden. 


4. Durch PWS nicht fallbare Fraktion. 


Tab. 1. Ubersicht iiber die Farbreaktionen der erhaltenen Fraktionen. 





Fraktion 
Reaktion 


Histidin- 
Fraktion 


Arginin- 
Fraktion 


Lys'n- 
Fraktion 


Nicht basische 
Fraktion (Filtrat) 





PaulysR. .. . 
Sakaguchis R. 


aa 
ae 


a 


++ 
Biuret-R. ... . -- 
Nitroprussid-R.. . + 
+ 














C. Papierchromatographische Untersuchung 
der Muskelextraktivstoffe 


1. Histidin-Fraktion: Eindimensional mit sek.-Butanol, Ameisensaure, 
Wasser, 75:15:10. Nach Bespriihen mit Ninhydrin erschien ein Fleck von 
Rr 0,15, der dem Histidin entspricht. Nach Bespriihen mit Jafféschem | 

ens trat ein orangefarbener Fleck von Rr 0,34 auf, der mit dem des 
Kreatinins iibereinstimmt. 

Chromatographiert man mit Phenol, 0,l-proz. Ammoniak, 75:25, und 
bespriiht mit Ninhydrin, so liegt der Histidin-Fleck bei Rr 0,64. 


. Arginin-Fraktion: Wie das abgebildete Chromatogramm zeigt, handelte 
es sich bei dem ersten Fleck um Arginin (Rr 0,59), bei dem zweiten um 
Histidin (Rr 0,64). Der dritte besaB den gleichen Rr-Wert wie die aus 
Kobramuskeln isolierte Base C,H,,0,N,. Der vierte, gréBere dunkelblaue 
Fleck erwies sich als identisch mit Ophidin. 





Arginin-Frakt. 
~~ Ophidin 
A C5 H, 14 0;N. 2 
—Carnosin 
a ysin 

Arginin 
Aistidin 











Kindimensionales, aufsteigendes Chromatogramm der Arginin-Fraktion. Lésungs- 
mittel: Phenol, 0,1-proz. Ammoniak, 25:75; Laufzeit 18 Stdn. bei 30° auf Papier 
Nr. 50 der Toyo-Filtrierpapier-Gesellschaft. 


Zur Kontrolle wurde auch aufsteigend mit Lutidin, Wasser, 3:2 ge- 
arbeitet; Laufzeit 42 Stdn. bei 20°. Entwickelt wurde mit Ninhydrinlésung. 
Die papierchromatographische Analyse der Argininfraktion ergab 2 Flecke, 
aufsteigend bei den Rr-Werten 0,06 (H ydroxylysin) und 0,23 (Ophidin). 
Weiter wurden die Rr-Werte dieser Fraktion in verschiedenen Lésungs- 
mitteln bei verschiedenen Bedingungen bestimmt und mit denen des natiir- 
lichen Hydroxylysins verglichen (s. Tab. 2). 
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Tab. 2. Papierchromatographischer Vergleich des Hydroxylysins. 





sf Rr-Werte des natiirl. Rr-Werte der 

Lésungs- Hydroxylysins Flecken in der Ar- 
mittel ginin-Fraktion der 

Freie Subst. |Hydrochlorid Schlangenmuskeln 


0,08 
0,52 
0,36 
0,06 


A. sek.-Butanol, Ameisenséure, Waaser, 15:3:2; 12 Stdn., 30° 
B. Phenol, 0,1-proz. Ammoniak, 3:1; 18 Stdn., 30° 

C. Phenol, Wasser, 5:1; 18 Stdn., 30° 

D. Lutidin, Wasser, 3:2; 42 Stdn., 20° 


Nach den in Tab. 2 niedergelegten Ergebnissen ist die Anwesenheit von 
Hydroxylysin in den Muskelextraktstoffen der japanischen Giftschlangen 
erwiesen. 











. Lysinfraktion: Das Filtrat des Ophidin-pikrolonats wurde nach der Ent- 


fernung der Pikrolonséure eingedampft. Der Sirup wurde wieder in Wasser 
gelést und die tief rétlichbraune Lésung mit Ather extrahiert. Nach Ein- 
dampfen der waBrigen Lésung verblieb ein rotbrauner Sirup, der nicht 
kristallisierte. Auf dem Papierchromatogramm (Lésungsmittel: Phenol, 
0,1-proz. Ammoniak, 3:1, aufsteigend, Laufzeit 18 Stdn.) zeigte sich, daB die 
erhaltene Verbindung den gleichen Rr-Wert besaB, wie aus Gelatine nach 
Hydrolyse isoliertes Hydroxylysin. 


. Die durch Phosphorwolframsaure nicht fallbare Fraktion: Diese 


Fraktion enthielt nichtbasische Extraktstoffe, Monoaminosauren und Dicar- 
bonséuren. Die Ergebnisse der papierchromatographischen Untersuchungen 
zeigt Tab. 3. 


Tab. 3. Papierchromatographische Untersuchung 
der durch Phosphorwolframsaure nicht fallbaren Fraktion. 





Identifizierte 


Lésungsmittel cee Sp Weky 4 Tammie 


bedingungen 





sek.-Butanol, 12 Stdn. 0,25 Glycin 
Ameisensaure, 30° 0,29 Glutaminsaure 
Wasser, 15:3:2 0,37 Alanin 

0,65 Valin 

0,67 Leucin 


Phenol, 0,1-proz. 18 Stdn. 0,38 Glycin 
Ammoniak, 3:1 30° 0,38 Taurin 


Collidin, Lutidin, 15 Stdn. 0,12 Glycin 
Wasser, 1:1:1 25° 0,24 Taurin 

















Herrn Dr. R. A. Anderson® danke ich herzlichst fiir seine freundliche 


Unterstiitzung, besonders fiir seine Lieferung der wertvollen Probe des Hydr- 
oxylysins. 


Fri. Etsuko Kato sei fiir ihre Hilfe bei der Ausfiihrung der Versuche gedankt. 


6 Vgl. P. B. Hamilton u. R. A. Anderson, J. biol. Chemistry 218, 249 
1955}. 
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Zusammenfassung 


1. Aus den Muskeln von japanischen Giftschlangen wurde Ophidin 
dargestellt. 

2. Die von Imamura aus Kobramuskeln isolierte Substanz 
C,H,,0,N, wurde mit dem aus Gelatine nach Hydrolyse dargestellten 
6-Hydroxy-lysin identisch befunden. 

3. In den Muskeln der japanischen Giftschlange Agkistrodon 
Blomhoffi wurden Ophidin, 6-Hydroxy-lysin, Histidin, Arginin, Lysin, 
Leucin, Valin, Alanin, Glycin, Glutaminsiure, Taurin und Kreatinin 
papierchromatographisch nachgewiesen. 


Summary 


1. Ophidine has been prepared from the muscle of Japanese veno- 
mous snakes. 

2. The substance C,H,,0,N,, isolated by Imamura from cobra 
muscle, was found to be identical with 6-hydroxylysine prepared from 
hydrolysed gelatin. 

3. Ophidine, 6-hydroxylysine, histidine, arginine, lysine, leucine, 
valine, alanine, glycine, glutamic acid, taurine and creatinine were 
demonstrated paper chromatographically in the muscle of the Japanese 
venomous snake Agkistrodon Blomhoffi. g 
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Synthese des Ophidins 
Von 
Takeshi Ono und Ryozo Hirohata 
Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Kyushu- Universitat, Fukuoka, Japan 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Januar 1956) 


Ophidin wurde von Imamura! im Physiologisch-Chemischen In- 
stitut der Taihoku-Universitét in Formosa (Direktor: Prof. Masaji 
Tomita) in Schlangenmuskeln aufgefunden und von Kendo? als 
2-Methyl-N*-[f-alany] ]-L-histidin, also als Isomeres des Anserins** und 
Homologes des Carnosins®, erkannt. 

Da bis heute noch die Bestitigung der Formel durch die Synthese 
fehlt und auch die Synthese des 2-Methyl-histidins nicht bekannt ist, 
haben wir die beiden Substanzen synthetisch dargestellt. Nach B. Lewis 
und R. Totter® haben wir aus Fructose, Ammoniak und Acetaldehyd 
2-Methyl-4(5)-hydroxymethyl-imidazol (I) dargestellt, letzteres mit 
Thionylchlorid in die Chlormethylverbindung II umgewandelt und mit 
Acetylaminomalonester’ zu III umgesetzt. Verbindung III lieferte beim 
Kochen mit konz. Salzsiiure das Dihydrochlorid des 2-Methy1-histi- 
dins (IV). Die freie Base schmolz bei 231°, die von Kendo? durch 
Hydrolyse des Ophidins erhaltene Base bei 230°. Ninhydrin- und Diazo- 
reaktion nach Pauly waren positiv. Die Stickstoffanalysenwerte der 
freien Base des Dihydrochlorides und Dipikrates stimmten mit denen 
des 2-Methyl-histidins gut iiberein. 

Ein Teil des DL-2-Methyl-histidins wurde durch Acylase I nach 
J. P. Greenstein® in die aktive Form aufgespalten, kleine Siulen vom 
Schmp. 235°; ihre 1-proz. waBr. Lésung zeigt [«]}): —25,00°. 

Die Synthese des 2-Methyl-N*-[f-alanyl]-histidins (VI) 
wurde durch Verkniipfung von #-Alanin einmal mit DL-2-Methyl- 
histidin und ein zweites Mal mit L-2-Methyl-histidin nach der Turner- 
schen Phthaloylmethode® durchgefiihrt. 


H. Imamura, J. Biochemistry [Tokyo] 30, 479 [1939]. 
2 K. Kendo, J. Biochemistry [Tokyo] 36, 265 [1942]. 
3 D. Ackermann, F. Holtz u. H. Reinwein, Z. Biol. 81, 61 [1924]. 
D. Ackermann, O. Timpe u. K. Poller, diese Z. 188, 1 [1929]. 
E. Fischer u. U. Suzuki, Ber. dtsch. chem. Ges. 87, 4575 [1904]. 
. J. Darby, H. B. Lewis u. J. R. Totter, J. Amer. chem. Soc. 64, 463 


Ww 

N. F. Albertson u. 8S. Archer, J. Amer. chem. Soc. 67, 308 [1945]. 

S.M. Birnbaum u. J. P.Greenstein, Arch. Biochem. Biophysics 39, 
5: 


952]. 
R. A. Turner, J. Amer. chem. Soc. 75, 2388 [1953]. 
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Von den Salzen des f-Alanyl-2-methyl-histidins kristallisiert das 
Pikrolonat des L-Antipoden in prachtvollen gelben Plattchen und zeigt 
keine Depression des Misch-Schmelzpunktes mit natiirlichem Ophidin- 
pikrolonat. Die Ry-Werte, Schmelzpunkte und Kristallformen des 
natiirlichen Ophidins werden in den Tabellen 1 und 2 mit denjenigen des 
synthetischen 2-Methyl-N*[f-alanyl]-histidins verglichen. 


Tab. 1. Rr-Werte (mit Ninhydrin entwickelt). 





2-Methyl-N*- 


[B-alany]1]- 
L-histidin 


2-Methy]- 
L-histidin 


Natiirl. 


Ophidin B-Alanin 


Lésungsmitte] 





Wasser, Propionsiure, 
Methylathylketon 


0,18 


0,17 


0,30 


0,20 





Wasser (1:4:5) 


0,14 


0,14 


0,35 


0,18 





Phenol, Wasser (5:1) 


0,62 





0,60 


0,52 


0,48 





graul.violett 





graul. violett 





blaul. violett 





rétl. violett 
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Tab. 2. Vergleich von natiirlichem und synthetischem Ophidin. 





a L-Ophidin L-Ophidin 
Substanz | w-Ophidin pikrat pikrolonat 





natiirl. 249 155 232 
Schmp. baw. Zersp.°C | svnthet. | 246—248 154 239 





Kristallform pro Saulen Nadeln Plattchen 














Beschreibung der Versuche 


2-Methyl-4(5)-hydroxymethyl-imidazol (I): In einem 2-l-Rundkolben 
wurde eine Suspension von 74g basischem Kupfercarbonat in 500 ccm Wasser durch 
Schiitteln mit 260 ccm 28-proz. Ammoniak gelést. Diese Lésung wurde unter 
Umriihren mit 52 com 37—40-proz. Acetaldehydlésung und 30g p-Fructose 
in 66 com Wasser versetzt und auf dem Wasserbad 1% Stdn. unter RiickfluB und 
gelegentlichem Schiitteln erhitzt. Wahrend weiterem 2stdg. Erhitzen wurde ein 
langsamer Luftstrom durchgeleitet und nach Fortnahme des Brenners die Durch- 
liftung noch 2 Stdn. fortgesetzt. 

Der Kolben wurde iiber Nacht an einem kiihlen Ort stehen gelassen, das aus- 
geschiedene Kupfersalz von I abgesaugt und wiederholt mit Wasser gewaschen. 
Der Riickstand wurde in 350 ccm Wasser suspendiert, mit etwa 15 ccm Salzsaure 
gegen Lackmus schwach angesduert und mit Schwefelwasserstoff unter 6fterem 
Riihren entkupfert. Nach Entfernung des gelésten H,S wurde das Pikrat dar- 
gestellt; Ausb. 60% d. Theorie, Schmp. 187— 190°. 


C;H,ON,-C,H,0,N, Ber. N 20,52 Gef. N 20,67 


Das aus dem Pikrat gewonnene 2-Methyl-4(5)-hydroxymethyl-imi- 
dazol-hydrochlorid schmilzt bei 138—140°; es zeigt eine positive Diazoreak- 
tion nach Pauly. 

C;H,N,0- HCl-3H,O Ber. N 13,86 Gef. N 13,62 


2-Methyl-4(5)-chlormethyl-imidazol-hydrochlorid (II): Das Hydro- 
chlorid von I wurde mit frisch dest. Thionylchlorid auf dem Wasserbad er- 
wairmt und i. Vak. destilliert. Die entstandene élige Substanz wurde in absol. Alkohol 
gelést und mit wasserfreiem Ather versetzt. Das so erhaltene Hydrochlorid 
von II 14Bt sich aus wasserfreiem Alkohol gut umkristallisieren. Die Kristalle 
schmelzen bei 125°. 
C;H,N,Cl-HCl Ber. N 16,78 Gef. N 16,50 


«-Acetamino-a-carbathoxy-f-[2-methyl-imidazolyl-(4 bzw. 5) ]- 
propionsaure-athylester (III): 1,3 Mol Acetylaminomalonsaureester’ 
wurden in 2,3 Mol Natrium enthaltendem Alkohol gelést, darauf 1 Mol 2-Methy]- 
4(5)-chlormethyl-imidazol-hydrochlorid in der Kalte unter Umriihren 
zugesetzt ; und dann wurde 1 ¥ Stdn. in der Kalte und 1 Stde. bei Zimmertemperatur 
weitergeriihrt. Wahrend der Reaktion mu8 die Filiissigkeit immer schwach al- 
kalisch sein. Das von dem ausgeschiedenen Kochsa!z befreite Filtrat wurde ab- 
destilliert. Nach Behandlung mit einer geringen Menge Wasser kristallisierte der 
dlige Riickstand in Nadeln und Saulen. Kleinere Mengen von kristalliner Sub- 
stanz konnten noch aus der Mutterlauge gewonnen werden; III schmilzt bei 120°; 
Ausbeute 50% d. Theorie. 

C,,H.,0;N, Ber. N 12,76 Gef. N 12,67 


2-Methyl]-histidin (IV): 5 g III wurden 6 Stdn. mit 70 ccm konz. Salzséure 
unter RiickfluB gekocht, im Vak. destilliert; der Riickstand, méglichst von HCl 
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befreit, wurde mit alkohol. Quecksilber(II)-chlorid-Lésung versetzt und mit 
Na,CO, auf pp 7—7,5 gebracht. Nach 24 Stdn. wurde der Niederschlag abgesaugt 
und gewaschen. Der in Wasser suspendierte Riickstand wurde mit H,S vom Queck- 
silber befreit, der geléste Schwefelwasserstoff durch Durchliiftung entfernt, mit 
Kohle entfarbt und im Vak. destilliert. 

Dieser Riickstand wurde in einer geringen Menge verd. Salzsaure gelést; 
durch Zusatz von Alkohol wurden weife Kristalle von 2-Methyl]-histidin- 
dihydrochlorid gewonnen. Nach mehrmaligem Umkristallisieren schmilzt die | 
Substanz bei 247°, die chlorfreie Aminosaure, die durch Amberlite IR-4B gewonnen 
wurde, bei 231°, waihrend die aus Ophidin gewonnene Substanz nach Kendo bei | 
230° schmilzt. Sie zeigte positive Ninhydrin- und Diazoreaktion. 

C,H,,0,N;:2 HCl Ber. N 17,39 Gef. N 17,35 
7H,,0.N5 Ber. N 24,85 Gef. N 25,00 


2-Methyl-histidin-dipikrat wurde ebenfalls dargestellt; Schmp. 165°. 
C,H,,0,N3°(C,H;0,N;). Ber. N 20,05 Gef. N 19,96 


Ein Teil der pi-Verbindung wurde nach Bergmann!?® acetyliert und nach 
Greenstein® mit Acylase I 12 Stdn. bei pq 7,2 und 38° behandelt. Durch Zusatz 
von absol. Alkohol zu dem im Vak. abgedampften Verdauungsgemisch wurden 
kleine siulenférmige Kristalle vom Schmp. 235° gewonnen. Die 1-proz. waBr. 


Lésung zeigte [a],; : —25,00°. 
C,H,,0,N, Ber. N 24,85 Gef. N 24,67 


2-Methyl-N*-[phthaloyl-f-alanyl]-pu-histidin (V): Eine Lésung 
von 2,16 g des Dihydrochlorids von IV in 20 com Wasser wurde mit 1,45 ccm 
Triathylamin versetzt und in einer Kaltemischung gut gekiihlt. 1,3 g Phthaloyl- 
B-alanylchlorid wurden in 6,3 ccm Dioxan unter Umriihren tropfenweise zu- 
gesetzt. Wahrend der Reaktion mu8 die Temperatur unter —10° liegen. Dann 
wurden nochmals 1,45 ccm Triéthylamin und 1,3 g Phthaloyl-B-alanylchlorid in 
6,3 ccm Dioxan in gleicher Weise zugesetzt und so lange geriihrt, bis die Temperatur 
auf 20° gestiegen war. Das Filtrat des Reaktionsgemisches, das noch alkalisch 
bleiben soll, wurde im Vak. destilliert, der Riickstand mit n-Propanol wiederholt 
gewaschen, in einer ganz geringen Menge Wasser gelést und mit n-Propanol ver- 
setzt. Verbindung V schied sich in 50-proz. Ausbeute aus; sie zersetzt sich bei 240°. 


C,,H,,0;N, Ber. N 15,13 Gef. N 14,98 


2-Methyl-N*-[B-alanyl]-histidin (VI): Eine Lésung von 1,8gV in 
7 ccm Wasser wurde mit einer alkoholischen Lésung von 5 Mol Hydrazinhydrat 
versetzt und 2 Tage stehen gelassen. Das durch Zusatz von Eisessig ausgeschiedene 
Phthaloylhydrazid wurde abfiltriert und das Filtrat im Vak. abgedampft. Der 
Riickstand wurde mit Wasser mehrmals gewaschen, mit Ammoniak schwach 
alkalisch gemacht und mit heiBem absol. Alkohol versetzt. Die ausgeschiedenen 
siulenférmigen Kristalle von 2-Methyl-N*-[f-alanyl]-pu-histidin wurden 
umkristallisiert; Schmp. 249°; Ausb. 72% d. Theorie. 

CioH,,0;N, Ber. C 49,97 H 6,65 N 23,30 Gef. C 49,71 H 6,35 N 23,59 


Nach 6stdg. Hydrolyse mit Ba(OH), bei 140° gab die Substanz papierchro- 
matographisch zwei Flecke von 2-Methyl-histidin und f-Alanin. 2-Methyl-N*- 
[B-alanyl]-t-histidin wurde in gleicher Weise aus 2-Methyl-L-histidin dar- 
gestellt, Schmp. 246— 248°; [o]}e s+ 36,6 (in 1-proz. waBr. Lésung). 

CioH,,0;N,°3 HO Ber. N 22,49 Gef. N 22,28 

Das Pikrat und Pikrolonat wurde aus beiden DL- und t-Verbindungen 

dargestellt. Insbesondere das L-Pikrolonat kristallisiert in prachtvollen gelben 


10 M. Bergmann u. L. Zervas, Biochem. Z. 208, 280 [1928]. 
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Plattchen, schmilzt bei 232° und zeigt keine Depression des Misch-Schmelzpunktes 
mit natiirlichem Ophidin-pikrolonat. 
2-Methyl-N®-[f-alanyl]-pL-histidin-pikrolonat (iiber P,O, bei 100° 
getrocknet) : 
Cy9H,¢03N4°C;p9H,0;N, Ber. N 22,22 Gef. N 21,98 
2-Methyl-N*-[f-alanyl]-pL-histidin-dipikrat (iiber P,O; bei 100° 
getrocknet) 
Cy9H,,03N4°*(CgH,0,N3). Ber. N 20,00 Gef. N 19,86 
2-Methyl-N*-[f-alanyl]-L-histidin-dipikrat 
Ci9H,,03;N,4°(CgsH;0,N3),°H,O Ber. N 19,55 Gef. N 19,81 
2-Methyl-N*-[B-alanyl]-L-histidin-pikrolonat 
CyoH.03N4°Cyp9HgO;N,-H,O Ber. 21,45 Gef. N 21,66 


Zusammenfassung 


Ophidin ist ein Dipeptid, welches aus Schlangenmuskeln von Ima- 
mura isoliert und von Kendo als 2-Methyl-N*-[f-alanyl]-L-histidin 
aufgefaBt wurde. Durch Kuppelung von f-Alanin mit 2-Methyl-L- 
histidin gelang es uns, die Konstitutionsformel Kendos zu bestiitigen. 
2-Methyl-L-histidin wurde durch Spaltung des Acetyl-2-methyl-DL- 
histidins durch Acylase I nach J. P. Greenstein gewonnen, die letztere 
Verbindung nach Lewis und Totter mit Acetaldehyd, Fructose und 
Ammoniak synthetisiert. 


Summary 
Ophidin is a dipeptide which was isolated from snake muscles by 


Imamura and assumed as 2-methyl-N*-[f-alanyl]-L-histidine by 
Kendo. We have succeeded to confirm Kendo’s constitution formula 
by coupling f-alanine with 2-methyl-L-histidine. The 2-methyl]-L-histi- 
dine was obtained through resolution of acetyl-2-methyl-DL-histidine by 
acylase I according to J. P. Greenstein, the latter by synthesis from 
acetaldehyde, fructose and ammonia by the method of Lewis and 
Totter. 
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Uber das Glykokollbetain und das Sarkosin 
als C,-Donatoren 
Von 
Erich Strack und Wolfgang Friedel 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Karl-Marx-Universitit Leipzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Dezember 1955) 


Im Rahmen von Untersuchungen iiber den physiologischen 
Einsatz der Betaine und einiger N-Methylverbindungen im Tierkérper 
haben wir auch ihren Einsatz im C,-Stoffwechsel studiert *. Die Bildung 
und Ubertragung von C,-Gruppen als Methyl- oder Formylgruppen sind | 
Grundreaktionen der Zelle’. Die Kenntnisse iiber den C,-Stoffwechsel 
sind jedoch bisher liickenhaft, mehrdeutig und lassen noch kein einheit- 
liches, klares Bild der tatsichlich ablaufenden Vorgiinge gewinnen. 
Abb. 1 gibt in kurzer Ubersicht die bisher bekannten Einsatzweisen 
der C,-Gruppen in der fiir unsere Untersuchungen zweckvollen Form 
wieder. In ihr sind dargestellt 1. die Bildung von C,-Gruppen im Organis. } 
mus durch Synthese- und Abbauvorgiinge, 2. der Einsatz zugefiihrter 
C,-Gruppen in Form von Verbindungen mit labiler Gruppe, 3. Bereit- | 
stellung und Ubertragung von C,-Gruppen entsprechend den Erforder- 
nissen des Stoffwechsels. 

Die vielfach in vitro an Gewebeschnitten und Homogenaten ge- 
wonnenen Erkenntnisse iiber den C,-Stoffwechsel sind nach mehrfacher 
Richtung unvollkommen. So wird nur die eine der Zwischenstufen 
einer langeren Reaktionskette bestimmt, und die Konkurrenzverwertung 
im dynamischen Zusammenspiel der physiologischen Reaktionsweise 
ist nicht erfaBt. Qualitativ unphysiologische und besonders aber quanti- 
tativ verschobene Reaktionsabliufe kénnen das Ergebnis mitgeformt 
haben. Untersucht man den gleichen Vorgang unter wechselnden Be- 
dingungen, so lassen Teilstufen zuweilen erkennen, ob der studierte 
Vorgang anders gedeutet werden kann, und zugleich ergibt sich ein 
differenzierteres Bild des engeren Stoffwechselgeschehens. In der vor- 
liegenden Arbeit sind Sarkosin und Glykokollbetain als C,-Donatoren 
und Homocystein als C,-Acceptor mit Leberhomogenat untersucht 
worden. 

* Vortrag auf der Tagung der Deutschen Gesellschaft fiir Physiologische 
Chemie, Kiel 1954; Angew. Chem. 67, 161 [1955]. 

1 Ubersichten: F. Challenger, Advances in Enzymol. 12, 429—91 [1951); 
C. Long, Sci. Progr. 89, 678—87 [1951]; A. D. Welch u. Ch. A. Nichol, Annu. 
Rev. Biochem. 21, 633 [1952]; W. Shive, Fed. Proceed. 12, 639—646 [1953]; 
F. Challenger, D. B. Lisle u. Ph. B. Dransfield, J. chem. Soc. [London] 


1954, 1760; H.-B. Schréter, Pharmazie 10, 141— 157 [1955]; S. J. Bach, Ergebn. 
Physiol., biol. Chem. exper. Pharmakol. 48, 529 [1955]. 
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Glykokollbetain (vielleicht auch weitere Betaine) wird als Methyl- 
donator primar offenbar nur iiber Methionin eingesetzt (Abb. 1). Der 
Methionin-Haushalt scheint deshalb besonders geeignet, die methy- 
lierende Wirkung von Betainen zu priifen. Jedoch muB man sich dariiber 
im klaren sein, daB das jeweils bestimmbare Methionin nur der Rest- 
betrag ist, der sich aus dem physiologisch vorhandenen, dem zusitzlich 
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Abb. 1. Schematische Ubersicht des C,-Stoffwechsels. 
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zu halten versucht. Als Verfahren zur Methioninbestimmung wihlten 
wir die Arbeitsvorschrift von Borsook und Dubnoff?, die wir gering. 
fiigig abwandelten und fiir die wir in spiiteren Arbeiten kritische Ver. 
gleiche bringen werden. Somit sind die verschiedenen Versuchsergebnisse 
vorwiegend von der jeweils geinderten Versuchsanordnung bestimint. 


Met hodik 


Untersucht wurden die Lebern von Albinoratten, die 4—6 Wochen auf einer 
Standarddiat mit 9°, Casein als Proteinquelle und sémtlichen bekannten Vitaminen 
gehalten worden waren’. Die Tiere wurden durch Nackenschlag betaubt, decapitiert 
und entblutet. Die Lebern wurden so rasch wie méglich entnommen, in eiskalter 
Pufferlésung‘ blutfrei gewaschen, kurz mit Filterpapier abgetupft, gewogen und 
mit der 3fachen Menge Pufferlésung* im Glashomogenisator homogenisiert. Das 
Homogenat wurde durch 2 Lagen Mull gestrichen. 1 m/ davon wurde in Inku. 
bationskélbchen (25 ml fassende Erlenmeyerkolben mit Schliffstopfen) einpipettiert, 
in denen bereits die Versuchslésungen enthalten waren. Die sofort verschlossenen 
Kélbchen wurden mit Luft als Gasmedium 2 Stdn. bei 40° geschiittelt. Unser 
Schiittelinkubator gestattete die gleichzeitige Inkubation von 36 Einzelproben, s0 
daB es méglich war, mit demselben Homogenat 18 Doppelbestimmungen auszu- 
fiihren. Zur Herstellung der dazu erforderlichen 18 ml omdehate verwendeten 
wir — falls die Leber eines Tieres hierzu nicht ausreichte — notfalls 2—3 Lebem 
und stellten daraus ein Mischhomogenat her. Die Aktivitaéten dieser Mischhomo. 
genate waren fiir die von uns studierten Reaktionen gegeniiber den Homogenaten 
aus nur einer Leber nicht unterschiedlich. (Das ist nicht immer so. Wie Stevens'! 
beschreibt, beeinflussen sich Leberschnitte verschiedener Versuchstiere derart, 
daB die von ihm studierte Proteinsynthese um 30—40°% herabgesetzt ist.) Die Auf- 
bereitungszeit der Lebern bis zur Inkubation betrug im Durchschnitt 10 Min. fir 
36 Einzelproben und fiir 1—3 Tiere. Die Arbeiten wurden in einer Kiihlzelle bei 
+ 2° mit gekiihlten Geraten ausgefiihrt. Simtliche Zusitze wurden in Pufferlésung 
in einer Menge gelést, daB in 1 m/ die im Endvolumen von 8 ml gewiinschte Kon. 
zentration enthalten war. Die Endkonzentrationen betrugen fiir Homocystein 
9,25- 10-4 Mol/l, fiir die Donatoren 1,63 - 10-* Mol/I. 

Das Methionin wurde im Trichloressigsiurefiltrat nach McCarthy und 
Sullivan® in der von Borsook und Dubnoff? abgednderten Form mit dem 
Lange-Kolorimeter unter Verwendung von Interferenzfiltern der Fa. Zeiss, Jena, 
bei 510 my kolorimetrisch bestimmt. Zu den Eichkurven wurde DL-Methionin der 
Fa. Hoffmann-La Roche verwendet, von der auch das benutzte pL-Homo-. 
cystein dankenswerterweise zur Verfiigung gestellt worden war. Die weitere 
Praparate, kaufliches Sarkosin und Glykokollbetain-hydrochlorid, wurde 
mehrfach umkristallisiert verwendet. Das Verfahren wurde des éfteren durch 
Methionin-Zusatz vor und nach der Inkubation kontrolliert. Dabei ergaben sich 
Verluste von 4—5%, wenn Methionin vor der Inkubation zugesetzt worden war. 
Diese geringen Verluste blieben unberiicksichtigt. Borsook und Dubnoff? fanda: 
halb so hohe Verluste, die sie auf oxydative Zerstérung zuriickfiihren. Unsere etwa 
doppelt so hohen Methionin-Verluste im Homogenat werden durch die andere Ar 
der Gewebeaufbereitung verstandlich. Borsook und Dubnoffs? Angaben gelte: 
fiir Gewebeschnitte. Bei Zusatz von Cyanid muBte fiir die Methionin-Bestimmuy 
eine besondere Eichkurve mit Cyanid-Zusatz angelegt werden, da Cyanid die ent: 


2 H. Borsook u. J. W. Dubnoff, J. biol. Chemistry 169, 247 [1947]. 

3 O. Wiss, G. Viollier u. M. Miller, Helv. chim. Acta 38, 771 [1950]. 
4H. A. Krebs u. K. Henseleit, diese Z. 210, 33 [1932]. 

5 K. M. Stevens, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 82, 157 [1953]. 

6 T. E. McCarthy u. M. X. Sullivan, J. biol. Chemistry 141, 871 [1941]} 
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stehende rote Farbung mit Natriumnitroprussid der McCarthy-Sullivanschen 
Reaktion vermindert’. 

Die gewebliche BezugsgréBe, auf die das gebildete Methionin in den Ver- 
gleichsversuchen bezogen wurde, war der Homogenatstickstoff, der mittels Mikro- 
Kjeldahls in jedem Homogenat bestimmt wurde. Wir rechneten die Ergebnisse 
auf 7 Methionin/10 mg Homogenatstickstoff um. 

Das Verfahren von Borsook und Dubnoff? ist nur wenig spezifisch fiir 
Methionin. Wir werden unten noch darauf eingehen. Trotzdem ist es fiir unsere 
Frage, in welcher Weise geanderte Versuchsbedingungen Teilstufen im inter- 
mediiren Geschehen beeinflussen, brauchbar. 


Ergebnisse 


Aus zahlreichen Vorversuchen, die ergaben, daB mit der oben 

beschriebenen Methodik Sarkosin und Glykokollbetain mit Homocystein 
in Gegenwart von Rattenleberhomogenat Methionin kraftig und in 
bestimmter Weise vermehren, wurde die folgende Anordnung als zweck- 
maiBig entwickelt. Nachdem das Homogenat mit allen Zusitzen versehen 
war, wurde bei 40° inkubiert. Mit Trichloressigsiure wurde die Reaktion 
nach verschieden langer Zeit unterbrochen, dann nach Borsook und 
Dubnoff? im Trichloressigsiurefiltrat die Farbe entwickelt und diese 
gemessen. 
_ I. Fiir Tab. 1 wurden 5 Versuchsserien angestellt und aus den zu- 
gehérigen Doppelbestimmungen das arithmetrische Mittel gebildet. 
Diese Werte zeigen die typische Anlage einer derartigen Versuchsserie. 
Insgesamt sind fiir die Tab. 1 also 180 Einzelbestimmungen verarbeitet. 
Die extremen Schwankungswerte sind in Klammern jeweils zugefiigt. 
Innerhalb der Doppelbestimmungen stimmten die Werte iiberein. Fiir 
Tab. 1 sind die Methyldonatoren bzw. der Methylacceptor zugleich zu 
Beginn der Inkubation zugegeben. Sofort, nach 15, 30, 60, 90 und 120 Min. 
wird die Reaktion mit Trichloressigsiure abgestoppt. 


Tab. 1. Methionin-Bildung bei Inkubation von Homocystein und Glykokollbetain 
bzw. Sarkosin mit Rattenleberhomogenat. 





Werte in y Methionin/10 mg Homogenatstickstoff 
nach einer Inkubationszeit von 


0 15 30 60 90 120 Min. 





Homocystein 265 282 286 265 244 
allein (214-313)}(213-338)|(199-341)}(154-348)| (146-368) 


Homocystein 150 330 392 415 398 397 
+ Betain (119-168) |(231-433)](233-443)|(299-498)](254-506)|(221-568) 


Homocystein 299 360 390 380 420 
+ Sarkosin (214-376)|(266—443)| (274-461 )|(231-503)|(276-656) 





























II. Die Tab. 1 zeigt, daB Homocystein-Zusatz allein ziemlich 
schnell den Methionin-Gehalt betrichtlich steigert. Dieser Zuwachs muB 
eliminiert werden, um die alleinige Wirkung des Glykokollbetains und 


. TMJ. Horn, D. B. Jones u. A. E. Blum, J. biol. Chemistry 166, 313 
[194159 (1946). 
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des Sarkosins zu erfassen. Die Abb. 2 zeigt jene Methionin-Bildung, 
die durch den Zusatz der beiden Stoffe bewirkt worden ist. Die Kurven- 
verlaufe erweisen, wie auch weitere derartige Versuche ergaben, daf 
unter diesen Versuchsbedingungen die Methyldonator-Eigenschaft beider 
Stoffe nahezu gleich ist. 

III. Wahlt man die Versuchsbedingungen wie in Versuchen III—V, 
so treten Unterschiede im Verhalten hervor. In den Abb, 3—5 ist der 

































































Abb. 2. Abb. 3. 


Abb. 2. ,,Methionin“‘-Bildung durch Sarkosin ( ) und Glykokollbetain ( 
nach verschieden langer Inkubationszeit. Ordinate: Methionin in y/10 mg N. | 
Abszisse: Zeit in Minuten. 


Abb. 3. ,,Methionin‘‘-Bildung durch Sarkosin (a) und Glykokollbetain (b) bei 
zeitlich wechselnder Homocystein-Zugabe (}). Ordinate: Methionin in y/10 mg 
Homogenat-N. Abszisse: Zeit in Minuten (0, 30, 60, 90, 115, 119, 120 Min.) 


am Ende der Inkubationszeit gefundene Wert an der Stelle der Kurve 
eingezeichnet, an der der zeitabhingige Reaktionspartner dem Ansatz 
zugefiigt wurde. Als Leerkorrektur wurde bei diesen Werten der zu 
Beginn der Inkubation gefundene Methionin-Wert abgezogen. Die 
Kurven stellen typische Verliufe von Versuchen dar, von denen etwa je 
10 gemacht worden sind. Die angegebenen Werte sind das Mittel aus 
Doppelbestimmungen. In Abb. 3 wird allen Kélbchen wie friiher vor 
Beginn der Inkubation der Methyldonator (Glykokollbetain oder 
Sarkosin) zugegeben. Der Acceptor Homocystein wird dann in stets 
gleicher Menge nach verschiedener Zeit (0, 30, 60, 90, 120 Min. der 
Inkubationszeit) zugefiigt. Die Gesamtinkubationszeit ist stets 120 Min. 
Die Werte sind aus der Abb. 3 zu ersehen. 

Sarkosin und Glykokollbetain verhalten sich unterschiedlich. Bei 
Sarkosin steigt der Methionin-Gehalt mit zunehmender Inkubationszeit 
fiir Homocystein (von rechts nach links zu lesen) bis zur Zeit von 60 Min. 
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an, nimmt dann bei langerer Inkubationszeit wieder ab. Aber auch wenn 
unmittelbar vor dem Abstoppen mit Trichloressigsiure bei 119 Min. 
Homocystein zugegeben wird, wird noch eine betrachtliche Methionin- 
Farbung nachweisbar. Bei Glykokollbetain nimmt dagegen mit der 
verringerten Inkubationszeit nach Homocystein-Zusatz der Methionin- 
Gehalt stetig ab. 

IV. Wurde die Versuchsanordnung derart gewahlt, da der Methyl- 
donator und Homocystein gleichzeitig zugefiigt werden, jedoch ver- 
schiedene Leerinkubationszeiten bestehen, so ist beim Sarkosin ohne 
Leerinkubation ein hoher Methionin-Wert nachweisbar. Er nimmt rasch 
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Abb. 4. Abb. 5. 


Abb. 4. ,,Methionin‘‘-Bildung durch Sarkosin (a) und Glykokollbetain (b) bei 
zeitlich abgestufter Zugabe von Donator + Homocystein (1). 


Abb. 5. ,,Methionin“-Bildung durch Sarkosin (a) und Glykokollbetain (b) bei 

zeitlich wechselnder Zugabe von Homocystein + KCN (ft). Der gebrochen ge- 

zeichnete 0-Wert (Abb. 5a) zeigt die ,,Methionin“-Bildung bei Homocystein- 
Zugabe ohne KCN als Vergleichswert. 


ab und bei 60 Min. Leerinkubation ist kein Methionin mehr nachweisbar. 
Beim Glykokollbetain steigt mit wachsender Inkubationszeit der 
Methionin- Wert. Die Abnahme ist annihernd linear mit der Inkubations- 
zeit, wenn man vom Versuch mit 15 Min. Leerinkubationszeit absieht. 

V. Wird allen Proben mit Beginn der Inkubation einer der Dona- 
toren zugegeben und zeitlich abgestuft Homocystein mit KCN (0,001-m.) 
zugefiigt, so ist beim Glykokollbetain die Donatorwirkung kaum be- 
eintrachtigt. Diese Beobachtung deckt sich mit Ergebnissen von Borsook 
und Dubnoff?. Die abgestufte Zugabe laBt dariiber hinaus noch er- 
kennen, daB nach maBig langer Vorinkubation Methionin verstarkt 
nachweisbar wird. — Sarkosin bildet bei Kaliumcyanid -++ Homocystein- 
Zugabe bei Beginn der Inkubation kein Methionin, wihrend der Kontroll- 
versuch ohne Kaliumcyanid einen normalen hohen Methionin-Wert 
ergab. Wird einige Zeit vorinkubiert und wird dann Kaliumcyanid + 
Homocystein zugefiigt, so ergaben sich noch betrichtliche Methionin- 
Werte. 

F ba 
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Aus den Ergebnissen der 4 Versuchsserien ist bewiesen, daB die 
beiden gepriiften Donatoren Glykokollbetain und Sarkosin eine ver- 
schiedenartige Wirkungsweise entfalten. Die scheinbar gleichartige 
Wirkungsweise der ersten Versuchsreihe (Abb. 2) ist eine aus verschie- 
denen Faktoren zusammengesetzte. In weiteren Versuchen fanden wir, 
daB bei verdoppeltem Methyldonator-Zusatz der Methionin-Wert nur 


unwesentlich erhéht war, waihrend die beiden Donatoren, zusammen zu- j 


gefiigt, eine annihernde Summierung ihrer Einzelwerte ergaben, was 
ebenfalls fiir eine verschiedenartige Wirkungsweise spricht. 


Besprechung der Ergebnisse 
Wie die Ubersicht der Abb. 1 zeigt, ist der Weg der Methylgruppe 


vom Glykokollbetain zum Methionin viel unmittelbarer als der der 
Methylgruppe vom Sarkosin. Verwunderlich war deshalb das Ergebnis 7 
unserer ersten Versuchsreihe (Abb. 2), in der sich beide Stoffe als nahezu © 
gleichwertige Methyldonatoren fiir Homocystein erwiesen zu haben — 


schienen. Das Ergebnis iiberraschte auch deshalb, weil Mitoma und 


Greenberg® eine solche Wirkung des Sarkosins mit markierten Stoffen | 


nicht gesehen hatten. Andererseits ist aber nach den Arbeiten von 
Mackenzie und Mitarbb.® durchaus vorstellbar, daB Sarkosin hier 


Methyldonator ist. Bei Inkubation von Sarkosin mit Lebergewebe | 


bildet sich Formaldehyd, und Berg!® hat weiterhin bewiesen, daf 
Methioninmethy] aus Formiat entsteht. 

Wir nahmen deshalb zuniachst auf Grund unserer Befunde an, da8 
das Sarkosinmethyl in einer ersten Reaktionsstufe ,,aktiviert“ wiirde. 
Wie die Abb. 4 zeigt, kann diese erste Stufe nur innerhalb der ersten 


Stunde nach Beginn der Inkubation gebildet werden; entstanden, | 


miiBte sie nach Abb. 3 mindestens 2 Stdn. lang ihre Aktivitaét behalten. 


Aus der Abb. 3 geht weiterhin hervor, dai diese besondere Form des | 


Sarkosins rasch mit Homocystein reagieren mu8, denn selbst, wenn 
Homocystein unmittelbar vor dem Abstoppen zugegeben wurde, war 
noch eine deutliche Reaktion erfolgt. Im Gegensatz zu diesen Befunden 
mit Sarkosin tibertragt Glykokollbetain die Methylgruppe zeitabhangig. 
Fast stets finden sich aber deutlich erhéhte Methionin-Werte, wenn 
vor dem Homocystein-Zusatz eine kurze Zeit vorinkubiert war. Eine 
Vorinkubation wurde deshalb von vielen Forschern fiir notwendig 
erachtet, um gleichmaBige Werte zu erhalten, vermutlich in der Unter- 
stellung, daB die fermentativen Ablaufe sich nach der Homogenisierung 
noch erst orientieren miissen. Man kann aber auch der Auffassung sein, 
daB ein weiterer zeitabhangiger Effekt mitgewirkt hat. Auch in Tab. 1 
findet sich eine kraftige Zunahme des Methionin-Wertes nach 15 Min., 
wenn Homocystein allein inkubiert wurde. 


8 Ch. Mitoma u. D.M. Greenberg, J. biol. Chemistry 196, 599 [1952]. 

®* C.G. Mackenzie, J.M. Johnston u. W. R. Frisell, J. biol. Chemistry 
208, 743 [1953]. 

10 P, Berg, J. biol. Chemistry 205, 145 [1953]. 
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Abb. 5 macht weiterhin deutlich, daB die Wirkungsweise des Sar- 
kosins cyanidempfindlich ist, daB aber die wihrend der Vorinkubation 
entstandene methylierende Stufe nicht véllig blockiert wird. Die Cyanid- 
unempfindlichkeit der Betain-Homocystein-Transmethylase war bereits 
von Borsook und Dubnoff? beschrieben worden. Auffallig war ledig- 
lich bei uns der gesteigerte Methionin-Wert, der bis 30 Min. Vorinkuba- 
tion bei Zugabe von Homocystein + KCN (Abb. 5b) auftrat, und dec 
in der Versuchsreihe ohne KCN (Abb. 3b) eben angedeutet beobachtet 
werden konnte. Die Zunahme in Abb. 5b entspricht in ihrer Héhe etwa 
der des Sarkosins unter KCN (Abb. 5a). 

Unsere Befunde fiihrten schlieBlich zu der Annahme, daB aus 
Sarkosin bei der Inkubation Formaldehyd entsteht, der der zweite 
Reaktionspartner ist. Die Reaktion von Borsook und Dubnoff ist 
also nicht spezifisch fiir Methionin. Berg" schon hatte beschrieben, 
da8 Formaldehyd und Homocystein miteinander reagieren. Wir stellten 
fest, daB dieses Kondensationsprodukt eine ganz ahnliche Farbreaktion 
mit Nitroprussidnatrium erzeugt wie Methionin. Ihr Absorptionsmaxi- 
mum liegt dicht neben jenem mit Methionin erzeugten Farbstoff. Uber 
die Reaktionsweise des Homocysteins mit Formaldehyd werden wir 
demniichst ausfiihrlich berichten. Das Verfahren von Borsook und 
Dubnoff gibt demnach keine exakten Werte, wenn Homocystein die 
Méglichkeit hat, mit Formaldehyd zu reagieren. Die nach diesem Ver- 
fahren bestimmten Methionin-Werte miissen erneut iiberpriift werden. 

Unsere Befunde lassen sich somit zwanglos erklaren. Sarkosin wird 
bei der Inkubation mit Lebergewebe oxydativ demethyliert. Der ent- 
standene Formaldehyd reagiert mit dem Homocystein, und zwar nahezu 
momentan (Abb. 3a). Die Formaldehyd-Bildung aus Sarkosin ist nach 
einer Stunde Vorinkubation erschépft (Abb. 4a), weil das Ferment zer- 
stért ist. Dieses ist auch durch Cyanid zu blockieren (Abb. 5a). Der 
Anstieg der gemessenen Betain-Aktivitit mit KCN ist auf Formaldehyd- 
bildung aus den endogenen C,-Reserven des Gewebes erklarlich, die 
infolge der KCN-Zusitze verstaérkt hervortreten (Abb. 4b und 5b). Die 
Steigerung der Methionin-Werte bei Vorinkubation (Abb. 5b) findet 
eine Parallele in der Zunahme in Abb. 3a, in der Sarkosin von Beginn an 
zugesetzt wurde. 


Zusammenfassung 


In Rattenleberhomogenat wird die Methyliibertragung von Sarkosin 
und Glykokollbetain an der Bildung von Methionin aus Homocystein 
untersucht. Durch geanderte Versuchsanlage lassen sich differenzierte 
Vorgiinge der Methionin-Bildung erkennen. Weiterhin fanden wir, daB 
die kolorimetrische Bestimmung des Methionins nach Borsook und 
Dubnoff zugleich noch das Kondensationsprodukt von Homocystein 
und Formaldehyd mit erfaBt. 


Pp, Berg, J. biol. Chemistry 190, 31 [1951]. 
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Summary 


The mechanism of methyl transfer from sarcosine and betaine in 
the formation of methionine from homocysteine is investigated in rat 
liver homogenate. By variation of the experimental conditions individual 
stages in the formation of methionine can be observed. It was found that 
the colorimetric determination of methionine by the method of Borsook | 
and Dubnoff simultaneously determines the condensation product of | 
homocysteine and formaldehyde. 
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Uber den EinfluB der Athylendiamin-tetraessigsiure 
auf die Cholin-Oxydase normaler und experimentell 
verfetteter Rattenleber 
Von 
Wolfgang Friedel 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Karl-Marx- Universitit Leipzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Dezember 1955) 


Die Athylendiamin-tetraessigsiure (= EDTA) bildet mit Schwer- 
metallen und Erdalkalimetallen ldésliche, nichtionisierte Komplex- 
verbindungen! und wurde deshalb verschiedentlich auf ihre Wirkung 
gegeniiber Fermenten untersucht?. Mit ihr sind verunreinigende Schwer- 
metalle zu entfernen, die die Aktivitét der Fermente stéren, oder 
Metalle zu binden, die Fermente aktivieren oder steuern. 

Im Rahmen unserer Untersuchungen iiber den physiologischen 
Einsatz von Betainen und von N-Methylverbindungen im Tierkérper*® 
priiften wir den Einflu8 der EDTA auf die Cholin-Oxydase. Dieser 
Fermentkomplex setzt sich aus zwei spezifischen Dehydrogenasen zu- 
sammen, der Cholin-Dehydrogenase und der Betainaldehyd-Dehydro- 
genase sowie aus der anschlieBenden Fermentkette des Wasserstoff- 
transportes zum Sauerstoff. Die Cholin-Oxydase fiihrt das primar lipo- 
trope Cholin in das primar methyl-abgebende Glykokollbetain iiber. 
Glykokollbetain kann Homocystein zu Methionin methylieren, und 
dieses kann die Methylgruppe auf Athanolamin, Monomethyl- und 
Dimethylaminoathanol zum Cholin iibertragen. Die Cholin-Oxydase ist 
somit ein Zwischenglied in dem Cholin-Betain-Cholin-KreisprozeB. Die 
Oxydationsschritte des Cholins sind im normalen Gewebe bereits ein- 
gehend studiert worden‘. Beobachtungen an experimentell verfetteten 


1 G. Schwarzenbach u. H. Ackermann, Helv. chim. Acta 31, 1029 [1948]. 

* H. L. Webster, Nature [London] 172, 453 [1953]; E. C. Slater u. 
K. W. Cleland, Biochem. J. 55, 566 [1953]; S. M. Altman u. E. M. Crook, Na- 
ture [London] 171, 76 [1953]; W. J. Bowen u. T. D. Kerwin, J. biol. Che- 
mistry 211, 237 [1954]; R. E. Maxwell u.V.S. Nickel, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 
86, 846 [1954]. 

3 KE. Strack u. W. Friedel, diese Z., im Druck. 

4 J.N. Williams jr., J. biol. Chemistry 206, 1913[1954]; M. H. Ross u. 
J.0. Ely, J. Franklin Inst. 258, 63 [1954]; H. L. Kriiskemper u. W. Dirschel, 
Biochem. Z. 828, 512 [1953]; C. J. Kensler u. H. Langemann, Proc. Soc. exp. 
Biol. Med. 85, 364 [1954]; H. J. Eichel, J. biol. Chemistry 207, 647 [1954]; J. W. 
Dubnoff, Arch. Biochemistry 24, 251 [1949]; V.M. Doctor, P.G. Sparks, 
H. 0. Kunkel u. J. R. Couch, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 82, 257 [1953]; B. T. 
Cromwell u. 8. D. Rennie, Nature [London] 171, 79 [1953]. 
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Lebern waren jedoch nicht einheitlich. Einige Forscher berichten, da 
bei Leberverfettung die Cholinoxydase aktiviert wird®, andere fanden 
sie abgeschwacht®. Diese Unterschiede mégen darin begriindet sein, da8 
die Leberverfettung keine einheitlichen Ursachen hatte und somit die 
Fermentsysteme unterschiedlich verindert waren. Fettlebern durch Ver. 
giftung mit Phosphor oder Tetrachlorkohlenstoff sind nicht so gut re- 
produzierbar wie die durch diiitetische MaBnahmen hervorgerufenen, | 
Aber auch die nahrungsbedingte Fettleber ist je nach der Art der 
Versuchsdiat nicht einheitlich’?. Zie] dieser Arbeit war es, die Cholin. 
oxydase-Aktivitat in normaler und diitisch erzeugter einheitlicher Fett- 
leber der Ratte zu vergleichen. Hierbei wurde der Einflu8 der EDTA | 
studiert. ] 

Methodik 


Verwendet wurden gesunde weife Ratten mit einem durchschnittlichen 
Gewicht von 90—150 g. Die Normaltiere wurden mit gemischter Kost ad libitum 
ernahrt. Fettleber-gestérte Tiere wurden, wie friiher beschrieben®, mit Mangelkost 
erhalten. Nach der Vorschrift von Williams u. Mitarbb.® wurden 1 TI. Leber 
mit 4 TlIn.0,039-m. Na-K-Phosphatpuffer py 7,3 im Ganzglashomogenisator homo- 
genisiert. Je 1 ml des Homogenats wurde in Warburg-GefaBe einpipettiert, die im 
ZentralgefaB 0,2 ml Kalilauge (10-proz.) und im Seitenarm 0,6 ml Cholinchlorid- 
lésung (10 mg Cholinchlorid) enthielten. 15— 20 Min. nach Téten der Tiere wurde | 
begonnen, den Sauerstoffverbrauch zu messen. Der Inhalt der Seitenarme wurde 
nach Sauerstof{begasung (4 Min.) und erfolgtem Temperaturausgleich eingekippt | 
und die Sauerstoffaufnahme eine Stunde lang alle 10 Min. abgelesen. Im Homo- © 
genat wurde der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt und die Fermentaktivitat 7 
in mm? O,/1 mg Homogenat-N/Stde. fiir jedes 10-Min.-Intervall ermittelt. 

Eine aktive Partikelchenfraktion wurde ebenfalls nach einer Vorschrift von 
Williams? gewonnen.6— 8g Leber wurden in isotonischer, eiskalter Kaliumchlorid- 
Lésung blutfrei gewaschen, kurz mit Filtrierpapier abgetupft und mit 32 ml einer | 
0,25-m. Rohrzuckerlésung homogenisiert. Die Zelltriimmer und -kerne wurden 
hierauf 10 Min. bei 600 g abzentrifugiert, dekantiert und noch 2mal ausgewaschen. 
Die Dekantate wurden vereinigt und bei 8500 g 10 Min. unter Kihlung zentri- 
fugiert. Die dabei sedimentierten Partikelchen wurden wiederum 2mal mit Rohr- 
zuckerlésung gewaschen und zuletzt in 12—16 ml 0,25-m. Rohrzuckerlésung fein 
verteilt. Alle Arbeiten wurden im Kiihlraum bei etwa + 2° ausgefiihrt. 

0,5 ml der Partikelchenaufschwemmung wurden in die Warburg-GefaBe ein- 
pipettiert, in denen bereits 0,7 m/ der obigen Na-K-Phosphatpufferlésung im 
Hauptraum enthalten waren. Die ZentralgefaiBe waren mit 0,2 ml 10-proz. Kali- 
lauge, die Seitenarme mit 0,4 m/l einer 0,167-proz. Cholinchloridlésung gefiillt. 
Kontrollkélbchen als Thermobarometer enthielten nur Pufferlésung im Hauptraum 


5 M.L. Richter, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 102, 94 [1951]; A.E. | 
Harper, W.J. Monson, G. Litwack, D. A. Benton, J.N. Williams jr. u. 
C. A. Elvehjem, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 84, 414 [1953]. 

6 §. Di Bella, Boll. Soc. ital. Biol. sperim. 26, 167 [1950]; F. L. Humoller 
u. H. J. Zimmerman, Amer. J. Physiol. 174, 199 [1953]. 

7 H.C. Best u. E. Huntsman, J. Physiology 75, 505 [1932]; D. A. Benton, 
A. E. Harper, M.E. Winje u. C. A. Elvehjem, J. biol. Chemistry 214, 677 
[1955]; S.A. Singal, 8. J. Hazan, V. P. Sydenstricker u. J. M. Littlejohn, 
J. biol. Chemistry 200, 867 [1953]. 

8 H. Frunder u. W. Friedel, diese Z. 295, 77 [1953]. 

® J.N. Williams jr., G. Litwack u. C. A. Elvehjem, J. biol. Chemistry 
192, 73 [1951]. 

10 J. N. Williams jr., J. biol. Chemistry 197, 709 [1952]. 
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und aqua bidest. im Seitenarm, Kontrollkélbchen zur Eliminierung der Grund- 
atmung enthielten aqua bidest. im Seitenarm. In den Versuchen mit EDTA ent- 
hielt die Pufferlésung das Dinatriumsalz der EDTA in einer Endkonzentration von 
0,27 x 10-* Mol/l. Der po-Wert wurde dadurch nicht beeinfluBt, wie wir uns 
durch elektrometrische Messungen tiberzeugten. Alle mitgeteilten Ergebnisse 
wurden in Doppelversuchen derselben Partikelchenfraktion gewonnen, d. h. 
Normalpuffer und EDTA-Puffer wurden in jeweils einem Versuchsansatz ge- 
priift, wobei auf jeder Seite der Warburg-Apparatur je 2 Kélbchen als Thermo- 
barometer, 2 Kélbchen mit aqua bidest. und 2 Kélbchen mit Cholinchloridlésung 
im Seitenarm zum Ansatz kamen. Die Sauerstoffaufnahme wurde in Abstanden 
von 5, 10, 30, 60, 90, 120 und 150 Min. nach Einkippen des Substrates abgelesen 
und die Fermentaktivitét in mm* O,/1 mg Homogenat-N/Stde. fiir jedes Ab- 
lesungsintervall errechnet. Abweichend von Williams?® verzichteten wir auf die 
Zugabe von Cytochrom c, nachdem wir uns davon iiberzeugt hatten, daB die von 
uns studierte Fermentaktivitat dadurch unbeeinfluBt blieb. 


Ergebnisse 


In Versuchen mit Gesamthomogenat wurde zunichst die Frage 
eindeutig zu klaren versucht, wie unsere diitetische Leberverfettung 
die Cholinoxydase-Aktivitat beeinflu8t. Wie die Abb. 1 zeigt, sind die 
Aktivitiiten der Fettleber bis auf das letzte Intervall (von 50—60 Min.) 
signifikant gegeniiber der Normalleber herabgesetzt. 


10 


Abb. 1. Cholinoxydase-Aktivitat in Rat- 
tenleber. Gesamthomogenat normaler (- -) . 
und verfetteter (—) Leber. Substratkonz. +» 601 375 


10 mg Cholinchlorid. Durchschnittl. Ho- 7)X/*95 ., 
mogenatstickstoffgehalt 0,47 + 0,016%. 62225 
56435 
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Mittelwerte aus 12 Doppelbestimmungen 
(Fettleber) und 11 Doppelbestimmungen 50 
(Normalleber). Ordinate: Sauerstoffauf- 
nahme in mm* O,/1 mg Homogenat- | 
N/Stde., Abszisse: Zeit in Minuten. 40 
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Tab. 1. Cholinoxydase-Aktivitaét in der Partikelchenfraktion von Normal- und 
Fettleber. 


(Normaler Na-K-Phosphatpuffer.) 


Fettleber Normalleber 
Zeitintervall nach (21 Doppelbestimmungen) | (22 Doppelbestimmungen) 
Kinkippen des mm? Q,/1 mg N/Stde. mm? O,/1 mg N/Stde. 


Substrates (in Min.) | Mittelwert + ae Mittelwert + “tand.Abw. 
n 








0—5 
5—10 
10—30 
30— 60 
60—90 
90— 120 
120—150 


152 
136 
129 
99 
76 
58 
50 
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Die Partikelchenfraktion verhielt sich ganz gleichartig (Tab. 1), 

Die Aktivitaéten der Cholin-Oxydase sind in allen untersuchten 
Intervallen bis 2% Stdn. nach Einkippen des Substrates bei der Fett. 
leber signifikant kleiner als die der Normalleber. 

Die Tab. 2 zeigt die Cholinoxydase-Aktivitat in der Partikelchen. 
fraktion von Normal- und Fettleber bei Gegenwart von EDTA. 


Tab. 2. Cholinoxydase-Aktivitaét in der Partikelchenfraktion von Normal- und | 


Fettleber bei Gegenwart von EDTA. 





Fettleber Normalleber 
Zeitintervall nach (21 Doppelbestimmungen) | (21 Doppelbestimmungen) 
Einkippen des mm Q,/1 mg N/Stde. mm? O,/1 mg N/Stde. 


Substrates (in Min.) | yittelwert -+- Stand. ADW. | srtchwert + 


yn 





0-5 lll 116 1 

5—10 112 Bt eee 1 
10—30 105 114 
30—60 102 ! 103 
60—90 83 84 
90— 120 72 70 
120—150 61 3, 62 
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Durch den Zusatz von EDTA zum Puffer waren Differenzen | 
zwischen Normalleber und Fettleber nicht zu erhalten. Es besteht kein | 


signifikanter Unterschied, ja bei den meisten Intervallen decken sich 
die Werte. Weiterhin ist zu bemerken, daf8 durch EDTA-Zusatz der 
Sauerstoffverbrauch bei normalen Leberpartikelchen bis zum 30-Min.- 
Intervall herabgesetzt, bei verfetteter Leber gesteigert ist. Deutlich 
wird auch ein stabilisierender Einflu& der EDTA. Sowohl in der Fett- 
wie in der Normalleber liegen die Aktivitiiten in den letzten Intervallen 
héher als in den entsprechenden Zeitriumen bei Verwendung von 
Normalpuffer. 


Diskussion 


Die oben mitgeteilten Beobachtungen sind schwierig zu deuten. Bei 
der Cholin-Oxydase handelt es sich um einen Fermentkomplex, und die 
angewandte Methodik gestattet nicht, die beteiligten Einzelfermente 
differenziert zu erfassen. Die stabilisierende Wirkung der EDTA auf 
die Cholin-Oxydase kénnte durch Ausschaltung stérender Schwermetalle 
zustande kommen. Nach Humoller und Zimmerman" férdern 
Magnesiumionen die Betainaldehyd-Dehydrogenase, waihrend Calcium- 
ionen sie hemmen. Diese Befunde kénnen ebenfalls zur Erklarung 
unserer Beobachtungen herangezogen werden, die in Abb. 2 tibersicht- 
lich zusammengestellt sind. 


1 F, L. Humolleru. H. J. Zimmerman, Amer. J. Physiol. 177, 279 [1954]. 
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Bei unseren Bemiihungen, alle bisherigen Beobachtungen von uns 
und aus der Literatur auf einen gemeinsamen Nenner zu bringen, haben 
wir uns folgende Vorstellung iiber die Wirkungsweise der EDTA auf 
die Cholinoxydase-Aktivitét in der normalen und experimentell ver- 
fetteten Rattenleber zu eigen gemacht: Wie aus Arbeiten verschiedener 
Autoren"! hervorgeht, sind beide an der Cholinoxydation beteiligten 
Dehydrogenasen DPN-abhingig. Wie friiher von Frunder und Friedel® 





150 5 ° 





























30 60 90 120. 150 

Min —— 
Abb. 2. Cholinoxydase-Aktivitét in einer Partikelchenfraktion aus Rattenleber. 
Normale Leber, einfacher Na-K-Phosphatpuffer (— — —), Fettleber, einfacher 

Na-K-Phosphatpuffer ( ), normale Leber, EDTA-Puffer ( 
leber, EDTA-Puffer ( . Substratkonzentration 6,68 mg Cholinchlorid. 
Durchschnittlicher N-Gehalt der Partikelchenaufschwemmung aus Normalleber 
(22 Versuche): 0,13 + 0,007%, aus Fettleber (21 Versuche): 0,12 + 0,008%. 
Mittelwerte aus 21 bzw. 22 Doppelbestimmungen je Kurvenwert. Ordinate: Sauer- 

stoffaufnahme in mm°Q,/1 mg N/Stde., Abszisse: Zeit in Minuten. 


beschrieben, ist in der Fettleber DPN labilisiert. Diesen Befund haben 
Frunder™ an Leberschnitten und -homogenat, Dianzani!* und 
Christie und Judah!® an isolierten Mitochondrien wiederholt be- 
stiitigt. Damit wird die herabgesetzte Cholinoxydase-Aktivitaét der 
Fettleber zwanglos durch die Labilisierung des DPN erkliart. Die Zer- 
stérung des DPN ist in erster Linie einer Diphosphorpyridin-Nucleotidase 
zuzuschreiben, deren Wirksamkeit in der Fettleber offenbar erhdéht ist. 
Dieses DPN-zerstérende Ferment wird nach v. Reen und Pearson! 


2 J.R. Klein u. P. Handler, J. biol. Chemistry 144, 537 [1942]; J. R. 
Christensen u. L. J. Daniel, Fed. Proceed. 12, I, 189 [1953]; N. I. Mondy u. 
L.J. Daniel, Arch. Biochem. Biophysics 48, 402 [1954]. 

13 H. Frunder, diese Z. 297, 267 [1954]. 

“4M. U. Dianzani, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 17, 391 [1955]. 

15 GS. Christie u. J.D. Judah, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B 142, 
241 [1954]. 

16 R, van Reen u. P. B. Pearson, J. Nutrit. 51, 191 [19531. 
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durch Magnesium-Mangel betrachtlich gehemmt. Man kénnte nun an. 
nehmen, daB eine solehe Hemmung der DPN-ase auch durch die EDTA 
zustande kommt, indem namlich Magnesiumionen komplex gebunden 
werden. Es wire dann auch in der Fettleber keine verstairkte DIN. 
Zerstérung zu erwarten und eine Angleichung der Cholinoxydase. 
Aktivitat in der Fettleber an die in der Normalleber durch eine Stabili- 
sierung von DPN erklart. js 
Diese Zusammenhiange werden wir weiter verfolgen. 


Zusammenfassung 


In manometrischen Cholinoxydase-Bestimmungen wird ermittelt, | 
wie eine bestimmte alimentir erzeugte Fettleber der Ratte die Ferment. | 
aktivitat sowohl im Gesamthomogenat wie auch in einer Partikelchen. | 
fraktion gegeniiber der Normalleber senkt. Bei Gegenwart von Athylen. | 
diamin-tetraessigsiure ist die Cholinoxydase-Aktivitat der Fettleber | 
gleich der der Normalleber. Athylendiamin-tetraessigsiure verlangert | 
die Aktivitaét des Cholin oxydierenden Fermentkomplexes. 


Summary 


It is shown in manometric determinations of choline oxidase that | 
fatty livers m rats, in contrast to normal livers, reduce the enzyme | 
activity both in the whole homogenate and in a mitochondrial fraction. | 


The fatty livers were produced by feeding with a special diet. In the 
presence of ethylenediamine tetra-acetic acid the choline oxidase activity 
of the fatty liver is equal to that of the normal liver. Ethylenediamine 
tetra-acetic acid prolongs the activity of the enzyme complex which | 
oxidizes choline. ] 
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Untersuchungen zur Frage der Lanthionin-Bildung 
- aus Wolle und Cystin * 


Von 
Alfons Schéberl und Annemarie Wagner* * 
Aus dem Chemischen Institut der Tierirztlichen Hochschule Hannover 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Dezember 1955) 


Bekanntlich pragt die typische Reaktionsfaihigkeit zahlreicher 
Disulfid(SS)-Bindungen mit die Eigenart der Wolleproteine. Jedoch 
sind trotz vieler Untersuchungen auf diesem Gebiet noch manche 
Fragen unklar und dunkel. Vor allem gilt dies fiir die hydrolytische 
Aufsprengung jener funktionellen Gruppen durch alkalische Lésungen. 

Die Isolierung von Lanthionin aus sodabehandelter Wolle durch 
Horn, Jones und Ringel! bedeutet einen Markstein in der Wollechemie. 
Die vollstindige Aufklarung der dabei sich abspielenden Vorginge 
begegnete wegen der vielen Reaktionsméglichkeiten von primaren und 
sekundiren Spaltprodukten sehr groBen Schwierigkeiten. Die Lanthionin- 
Bildung wurde auf die Addition von Cysteinresten an sekundar ent- 
stehende Dehydroalanin-Systeme in der Wolle zuriickgefiihrt?. Diese 
Ansicht lieB sich indirekt stiitzen aber nicht direkt beweisen. Trotz 
der einwandfrei erwiesenen Bildung von Lanthionin aus Wolle und ande- 
ren Proteinen bei der Einwirkung von alkalischen Lésungen ist es bisher 
noch nicht gelungen, cystinhaltige Peptide oder das Cystin selbst in 
Lanthionin tiberzufiihren. Diese Liicke in der Beweisfiihrung fiir die 
Umwandlung von —SS— in Thioaithergruppen konnte nunmehr durch 
Modellversuche geschlossen werden. Unter anderem wurde dabei auch 
gezeigt, daB Lanthionin zu einem Sulfoxyd oxydiert werden kann, dem 
vielleicht Bedeutung fiir den Nachweis von wenig Lanthionin neben 
viel Cystin zukommt. Wir konnten diese Oxydation beispielsweise an 
meso-Lanthionin in waBrigem Medium mit Brom durchfiihren, wobei 


| in einem Gemisch mit Cystin auch noch die Cysteinsiure gebildet 


wurde. Lanthioninsulfoxyd und Cysteinsaure lassen sich papierchromato- 
graphisch gut trennen®. Lanthionin bildet iibrigens auch einen schwer 


* Auszugsweise vorgetragen von A.Schéber! auf der International Wool 
Textile Research Conference in Sydney (Australien) am 25. 8. 1955. 

** Teil der Dissertation A. Wagner, Techn. Hochschule Hannover 1951. 

1M.J.Horn, D.B. Jones u. 8. J. Ringel, J. biol. Chemistry 188, 141 
[1941]; 144, 93 [1942]; A. Schéberl, Ber. dtsch. chem. Ges. 76, 970 [1943]. 
ne ms A. Schéberl, Biochem. Z. 318, 214 [1942]; Ber. dtsch. chem. Ges. 76, 970 
1943]. 

3 Nach AbschluB dieser Versuche wurde bekannt, da8 inzwischen H. Zahn 
u. F. Osterloh ebenfalls das meso-Lanthionin-sulfoxyd durch Perhydrol-Oxy- 


| dation in salzsaurer Liésung darstellten (Liebigs Ann. Chem. 595, 237 [1955]). 
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léslichen Kupferkomplex, der unter Umstanden zur Abtrennung und 
Charakterisierung des Thioithers geeignet ist. 

Den verschiedenen Vorstellungen iiber die Zersetzung von Cystin 
und seinen Derivaten durch alkalische Lésungen ist die Annahme der 
Bildung eines Dehydroalanin-Systems gemeinsam, die sich an die 
hydrolytische Sprengung der SS-Bindung anschlieBt*. So lag es nahe, 
auch im EiweiBmolekiil die Lanthionin-Bildung auf die Anlagerung der 
primar entstehenden Cysteinreste an peptidartig gebundene Dehydro. 
alaninreste zuriickzufiihren (GI. 1): 


— co a oo 
SCH-CH,:SH + CH,:0¢ sa S 
—NH’ , a i * re 


Diese Ansicht wurde schon 1942 von Schéberl? neben der Méglichkeit 
einer Schwefelwasserstoff-Abspaltung aus zwei Cystinresten zur Dis. 
kussion gestellt. Stoves® hat ebenfalls 1942 die Lanthionin-Bildung 
durch Abspaltung von Wasser aus einem Cystein- und einem Serinrest 
zu deuten versucht, diese Ansicht aber in dem genannten Sinn 1946 
revidiert. Speakman und Whewell® machten schon 1936 die Annahme, 
daB bei der Behandlung von Wolle mit Natronlauge die SS-Bindungen 
in stabilere Thioaitherbindungen iibergefiihrt werden, diskutierten aber 
an Stelle der C—S—C-Bindungen C—S—-NH—C-Bindungen. Die Be. 
dingungen fiir solche Additionsreaktionen sind inzwischen von uns 
studiert worden’; sie fiihrten zu einer bequemen, neuen Lanthionin. 
Synthese. Dabei wurde durch Anlagerung von L-Cystein an N-Acetyl-a- 
aminoacrylsiure ein Gemisch von meso- und L-Lanthionin erhalten. 
Ergiinzend dazu addierten wir nunmehr auch noch DL-Cystein 2 
einem Gemisch von meso- und DL-Lanthionin. 

Diese und andere Anlagerungsreaktionen machten kinetische 
Untersuchungen iiber die Bestindigkeit der instabilen N-Acetyl-a- 
aminoacrylsiure in waBrigen Lésungen bei verschiedenem py _ not- 
wendig. Die ungesattigte Saure, bei deren Darstellung nach Bergmann 
und Grafe® gewisse Gesichtspunkte beachtet werden miissen, kann 
hydrolytisch unter Bildung von Brenztraubensdure gespalten werden. 
Da sie sich im Gegensatz zur Acrylsiure durch Jodzahlbestimmung 
quantitativ erfassen liBt, ist ihr Zerfall bequem kinetisch zu verfolgen. 
Es wurde eine ausgeprigte Wasserstoffionenkatalyse festgestellt. 
Wahrend eine Lésung des Natriumsalzes der Acetylamino-acrylsiure in 
Wasser bei 80° noch nach 5 Stdn. zu iiber 90% unzersetzt war, war aus 
einer Lésung der freien Séure in Wasser ebenfalls bei 80° bereits nach 


NH— 
CH: CH,:S-CH,:CHC 


\co— 


4 A. Schéberl, Biochem. Z. 318, 214 [1942]; A. Schéberl, P. Rambacher 
u. A. Wagner, Biochem. Z. 817, 171 [1944]. 

5 J. L. Stoves, Trans. Faraday Soc. 88, 284 [1942]; Soc. Dyers Colourists, 
Proceedings of a Symposium on Fibrous Proteins, veranstaltet an der Universitit 
Leeds (1946). 

6 J. B. Speakman u.C. 8. Whewell, J. Soc. Dyers Colourists 52, 380 [1936]. 

7 A. Schéberl u. A. Wagner, Chem. Ber. 80, 379 [1947]. 

8 M. Bergmann u. K. Grafe, diese Z. 187, 187 [1930]. 
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nur 20 Min. etwa die Hialfte des Substrates verschwunden. Ein Zusatz 
iiquivalenter Mengen von Propion-, Monochloressig- bzw. Brenztrauben- 
siure zu diesen Spaltungen des Natriumacetylaminoacrylates zeigte 
einwandfrei den Anstieg der Zersetzungsgeschwindigkeit mit der Zu- 
nahme der Sauredissoziationskonstante. Alkalische Losungen der Saiure 
sind weitaus bestindiger. 

Jede Diskussion iiber die Vorgiinge bei der Alkalispaltung von 
§S-Bindungen hat die Tatsache zu beriicksichtigen, daB dabei mit 
Cystin und Cystinderivaten und mit Wolle die Bildung von Mercap- 
tanen gezeigt wurde®. AuBerdem besteht ein direkter Zusammenhang 
zwischen Schwefelwasserstoff- und Thiolbildung. Ebenso ist dabei die 
Méglichkeit der Bildung von elementarem Schwefel zu beachten. Eine 
zuverlissige Methode zur Erginzung der Schwefelbilanz von vor- 
behandelter und an den SS-Bindungen veranderter Wolle beruht auf 
der Jodwasserstoff-Reduktion solcher Systeme. Dadurch lassen sich 
vor allem elementarer Schwefel und anorganische Schwefelverbindungen 
erfassen!®, Native und vorbehandelte Wolle und Haare kénnen beim 
Kochen mit konz. Jodwasserstoffsiure betrichtliche Mengen von 
Schwefelwasserstoff entwickeln. Es existieren also zuverlissige Methoden 
zur Erfassung der gesamten Schwefelbilanz in solchen Systemen. 

Andererseits ist es aber schwierig, den direkten Nachweis fiir die 
Bildung von Dehydroalanin («-Amino-acrylsiure), CH,:C(NH,)-CO,H, 
bei der Einwirkung von Alkalien auf Cystin und auf Wolle zu fiihren. 
Dehydroalanin aus Cystin stabilisiert sich unter Abspaltung von 
Ammoniak zu Brenztraubensiure, die aus Spaltansitzen z. B. als 
p-Carboxy-phenylhydrazon isoliert wurde". Die Bildung von Alanin 
bei der Alkalispaltung von Cystin hat Mauthner®™ bereits 1912 be- 
obachtet, als er eine ammoniakalische Lésung von Cystin unter Zink- 


| staubzusatz stehenlieB. Ebenso fand Mérner?® schon 1904 Alanin 


unter den Spaltprodukten von Cystin-hydrochlorid beim Erhitzen in 
wiBriger Lésung auf 140—150°. Diese Reaktionsfolge haben spiter 
Lindstrom und Sandstrom" nach dem von Herbst}* angenommenen 
Chemismus der Bildung eines Azomethin-Systems zwischen Cystein 
und Brenztraubensiure gedeutet, wobei die Primarbildung eines Thiols 
vorausgesetzt wurde. 

Die Annahme der Azomethin-Bildung ist begriindet, denn beim 
Kochen von S-Athyleystein mit Brenztraubensiure in wiBriger Lésung 


® A. Schéberl u. Mitarbb., Liebigs Ann. Chem. 534, 210 [1938]; 538, 84 

[1939]; Biochem. Z. 806, 269 [1940]; 817, 171 [1944}. 

10 A. Schéberl, Melliand Textilber. 38, 4 [1952]. 

1H. T. Clarke u. J.M.Inouye, J. biol. Chemistry 89, 339 [1930]; A. 
Schéberl u. Th. Hornung, Liebigs Ann. Chem. 534, 210 [1938]. 

12 J.Mauthner, diese Z. 78, 28 [1912]. 

13K. A. H. Mérner, diese Z. 42, 349 [1904]. 
rive 4H. V. Lindstrom u. W.M.Sandstrom, J. biol. Chemistry 138, 445 

1}. 

15 R. M. Herbst, J. Amer. chem. Soc. 58, 2239 [1936]. 
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entstehen Alanin, Kohlendioxyd, Acetaldehyd und S-Athylmercapto. 
glykolaldehyd. Eigene Versuche zeigten, da die barytalkalische Spal. 
tung von S-Carboxymethyl-cystein (1) und S-f-Carboxyathyl-cystein 
(II) auch ohne Brenztraubensiurezusatz zu einer Alanin-Bildung fiihrt. 
Damit kann unter der Voraussetzung der Giiltigkeit der Vorstellungen 
von Herbst}> das intermediiire Auftreten von Dehydroalanin als ge. 
sichert gelten. Die Zersetzung dieser Thioither la8t sich in folgender 
Weise interpretieren (Gln. 2—5): 
HO,C-CH(NH,)-CH,:S-CH,-CO,H * °"° HO,C-C(NH,):CH, + 
I HS-CH,:CO,H 
HO,C-CH(NH,)-CH,-S-[CH,]_-CO,H ~ °"° > HO,C-CH(NH,)-CH,-SH + 
II CH,:CH-CO,H (3) 


- HO,C-C(NH,):CH, + H,S 


+ OH®E 


HO,C-CH(NH,)-CH,-SH ~ 
HO,C-C(NH,):CH, —*-"*°-- HO,C-CO-CH, + NH, 
HO,C:CO-CH, + HO,C-CH(NH,)-CH,-S-R » HO,C-C-CH, 
i] 
N — 
l 
HO,C-CH-CH,-S-R 
HO,C-CH-CH, ~-"°-> HO,C-CH(NH,)-CH, + HO,C-CO-CH,-S-R 
we 


N 
i] 
HO,C-C-CH,-S-R 


Zur Darstellung von S-Carboxymethyl-cystein (I) erwies sich die 
an sich glatt verlaufende Addition von Thioglykolsiure an N-Acetyl-a- 
aminoacrylsiure als nicht besonders giinstig, da bei der notwendigen 
salzsauren Hydrolyse des acetylierten Cysteinderivates eine teilweise 
Zersetzung, unter anderem zu Brenztraubensiure, erfolgte. Man erhiit 
so unreine Produkte, die sich nur schwierig reinigen lassen. Zweck- 
miBigerweise wird dieser Thioiither durch Umsetzung von Cystein mit J 
Monochloressigsiure bereitet?°. 

Die Darstellung von S-$-Carboxyiithyl-cystein (II) wurde wiederum 
wie friiher? durch Anlagerung von Cystein an Acrylsiure vorgenommen. 
Das eingehendere Studium dieser Additionsreaktion zeigte erneut 
rascheste Umsetzung in schwach alkalischer Lésung und vor allem den 
bemerkenswerten Befund, daf neben der bevorzugten Addition des 
Cysteinrestes an das f-stindige C-Atom der Acrylsaiure auch eine solche 
an das «-C-Atom unter Bildung von S-x-Carboxyathyl-cystein (II]) 
erfolgte (Gl. 6): 

/HO,C-CH(NH,):-CH,-S-CH,-CH, -COJ 
HO,C-CH(NH,)-CH,-SH + CH,:CH-CO,H II 
‘HO,C-CH(NH,): CHy's -CH(CH,)- C04 
f 

16 L,, Michaelis u. M. P.Schubert, J. biol. Chemistry 106, 304 [1934]; 

F. Dickens, Biochem. J. 27, 1141 [1933]. 
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Der Nachweis des verzweigten Thiodthers III lieB sich papierchromato- 
graphisch, durch Drehungsmessungen, Darstellung der Kupfersalze und 
(-Methylgruppenbestimmung nach Kuhn und L’ Orsa!’ an Gemischen 
der beiden isomeren Verbindungen erbringen. Die bei Addition von 
L-Cystein optisch aktiv anfallenden Isomeren unterscheiden sich in 
ihrem Drehungsvermégen und in ihren Léslichkeitseigenschaften, wobei 
der geradkettige Thioither II infolge seiner Schwerléslichkeit miihelos 
rein isoliert werden kann. 

AuBerdem wurde beobachtet, daB die Bildung des verzweigten 
Thioithers III pu-abhangig ist. Er entstand z. B. nicht im alkalischen 
Bereich bei pp 8—9, wohl aber in saurer Lésung in einer Ausbeute bis 
zu 25%. Méglicherweise begiinstigt die Elektronenverteilung in der 
undissoziierten Acrylsiure durch eine verminderte Polaritaét der COOH- 
Gruppe eine Addition in «-Stellung. Eine gerichtete Addition an Sub- 
stanztypen der vorliegenden Art ist bisher noch nicht beobachtet 
worden. Wohl kennt man sie etwa bei der Anlagerung von Mercaptanen 
an ungesattigte Kohlenwasserstoffe!®, die aber nach einem Radikal- 
kettenmechanismus verlaiuft, wahrend fiir das System Cystein-Acryl- 
siure unter unseren Bedingungen ein kryptoionischer Reaktions- 
mechanismus angenommen werden muB. 

Unsere Versuche sprechen dafiir, daB sich Dehydroalanin auch bei 
der Cystin-Spaltung durch einen ThioliiberschuB abfangen 14Bt. Mer- 
captan- und Disulfid-Spaltungen kénnen in gemeinsame Reaktionen 
einmiinden. Es muB aber nachdriicklich betont werden, daB eine SS- 
Bindung wesentlich labiler als eine C—S-Bindung ist, so da8 in“der 
Reaktionsbereitschaft beider Systeme groBe Unterschiede bestehen. 
Diese Situation wird nicht immer geniigend beachtet. 

Alanin- und Lanthionin-Bildung sind bei Cystin und wohl auch bei 
Cystinderivaten Konkurrenzreaktionen, die beide das primar ent- 
stehende, instabile Dehydroalanin-System stabilisieren. Bei der Wolle 
steht die Lanthionin-Bildung durchaus im Vordergrund. In Peptidketten 
eingebautes Cystin besitzt aber keine prinzipiell andere Reaktions- 
fihigkeit. Der nunmehr gegliickte Nachweis der Lanthionin-Bildung 
auch aus Cystin ist eine notwendige Ergainzung zu den Vorstellungen, 
die iiber die Labilitaét der SS-Bindungen der Wolle geduBert wurden?®. 

17 R. Kuhn u. F. L’Orsa, Angew. Chem. 44, 847 [1931]; inzwischen sind 
C—CH;-Gruppenbestimmungen an Substanzen des vorliegenden Typs, vor allem 
auch an Aminosduren, in unserem Institut ausfiihrlich untersucht worden (vgl. 
Dissertation G. Lange, Technische Hochschule Hannover 1953; A. Schéberl, 
Angew. Chem. 65, 321 [1953]). 

18 Vg]. A.Schéberl u. A. Wagner in ,,Methoden der organischen Chemie 
(Houben-Weyl)*, 4. Auflage, Bd. IX, 8. 120 (Thieme Verlag Stuttgart 1955). 

19 In diesem Zusammenhang interessiert jetzt vor allem das Verhalten von 
cystinhaltigen Peptiden. Inzwischen konnte G. Tauber in unserem Institut nach- 
weisen, daB auch bei der Behandlung von SS-Glutathion mit Natriumcarbonat- 
bzw. Kaliumcyanid-Lisung Lanthionin gebildet wird (papierchromatographischer 
Nachweis als Sulfoxyd). 
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Die Untersuchung von Wieland und Wirth*® iiber die baryt. 
alkalische Spaltung von Cystein bzw. Cystin, die die bekannte Alanin. 
Bildung bestiitigte, aber nicht nach Lanthionin fahndete, konnte wegen 
der robusten Versuchsbedingungen iiber den feineren Chemismus der 
Vorginge an den SH- und SS-Gruppen keine Aussage machen. Es 
wurde z. B. kein Unterschied in der Stabilitit zwischen Cystein und 
Cystin alkalischen Lésungen gegeniiber gemacht und ohne Sauerstoff. 
ausschluB gearbeitet. Fiir die Uberfiihrung der Cystinreste in Wolle in 
Lanthionin-Reste ist eine Behandlung in sodaalkalischer Lésung beson. 
ders giinstig. Es spielen also OH-Ionenkonzentration und Alkaliart eine 
Rolle. Dabei ist auch zu bedenken, dai es sich um eine heterogene 
Reaktion auf der Faseroberflache handelt, denn die Faserstruktur bleibt 
trotz starker Faserschaidigung erhalten. Es ist unbedingt notwendig, 
daB bei diesen Vorgingen neben dem Lanthionin-Schwefel auch das 
Schicksal der anderen Schwefelverbindungen verfolgt wird. 

Mit der Lanthionin-Bildung kann die Wolle wenigstens teilweise 
der auf sie ausgeiibten Schidigung ausweichen. Die Méglichkeit des } 
Ersatzes der labilen C—S—S—C-Bindungen in ihr durch stabilere 
C—S—C-Bindungen ist das bemerkenswerteste Ergebnis der hier dis. 
kutierten_Untersuchungsrichtung, das der Wolleforschung ganz neue 
Aspekte in wissenschaftlicher und technischer Hinsicht eréffnete. 

Die Untersuchungen wurden durch Sachbeihilfen der Deutschen For. 
schungsgemeinschaft und des Verbandes der Chemischen Industrie 
unterstiitzt. 


Beschreibung der Versuche”! 


1. pt-Cystein-hydrochlorid: 25 gracem.C ystin™* wurden in Wasser auf- 
geschlammt und nach Zugabe von Zinnstaub und 50 ccm konz. Salzsaure 
1 Tag unter LuftabschluB auf dem Wasserbad erhitzt. Durch Schwefelwasserstoff 
wurde aus der mit Wasser verdiinnten Liésung das Zinn quantitativ entfernt und 
das Filtrat im Vak. unter Stickstoff zur Trockene eingedampft. Die Kristallmasse 
wurde in etwa 4-n.HCl gelést und durch Einleiten von Chlorwasserstoff unter Eis- 
kiihlung das Cystein-hydrochlorid gefallt. Nach mehrtagig. Stehen im Eisschrank 
saugte man ab und wusch mit Aceton. Die Ausbeute an lufttrockenen Kristallen 
war quantitativ. Das Salz kristallisierte wie die aktive Verbindung mit 1 Mol. 
Kristallwasser. Jodometrische Titration™: 39,1 mg Sbst. verbrauchten 
2,27 ccm 0,1-n.Jod-Lésung (ber. 2,23 ccm). Zur Kristallwasser-Bestimmung wurde 
das Hydrochlorid im Hochvak. iiber P.O, bei 65° bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet; 80,99 (117,7) mg ergaben eine Gewichtsabnahme von 7,96 (12,0) mg. 
H,0-Gehalt gef. 9,83 (10,2)%, ber. 10,02%. 

2. Thioglykolsiure™: Monochloressigsiure wurde nach Neutrali- 
sation mit 3-n.NaOH mit der aquimolekularen Menge Natriumthiosulfat versetzt 


20 Th. Wieland u. L. Wirth, Chem. Ber. 82, 468 [1949]. 

21 Die Versuche wurden teilweise in der Physiol.-Chem. Abteilung der Uni- 
versitaéts-Kinderklinik in Wiirzburg (Direktor Prof. Dr. J. Stréder) durchgefiihrt. 

22 Dargestellt nach L. Hollander u. V.du Vigneaud, J. biol. Chemistry 
94, 243 [1931]. 

23 Nach A. Schéber] u. F. Krumey, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 2368 [1938]. 

#4 Es stand auch ein von der Fa. Farbenfabriken Bayer AG. in Krefeld- 
Uerdingen durch Vermittlung von Herrn Dr. K. Hamann gestiftetes Praparat zur 


Verfiigung. 
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und 1.Stde. auf dem Wasserbad erhitzt. Das Ende der Umsetzung ist daran zu 
erkennen, daB8 eine Probe der Reaktionslésung beim Ansauern sich nicht mehr 
unter Schwefelausscheidung triibt. 2-stdg. Hydrolyse der Buntesalzlésung mit 
25-proz. Salzsaure lieferte in 95-proz. Ausbeute Thioglykolsaure, die sich durch 
Ather- oder Isopropylatherextraktion und anschlieBende Vakuumdestillation im 
Stickstoffstrom isolieren und reinigen l4Bt?>. 

3. N-Acetyl-«-aminoacrylsaure: Ihre Darstellung erfolgte nach Berg- 
mann undGrafe® durch Kondensation von Acetamid mit Brenztraubensaure, 
wobei es wesentlich ist, daB das entstehende Wasser durch geringe Kiihlung und 
gutes Vakuum entfernt wird. Die Reaktionszeit l48t sich so auf 1—1' Stdn. 
abkiirzen. Ohne Entfernung des RiickfluBkiihlers wurde das bereits in der Hitze 
erstarrte, noch warme Reaktionsprodukt mit Essigester so lange geschiittelt, bis 
sich die Kristallkrusten vom Kolben lésten. 

Die Umwandlung der Diacetylamino-acrylsiure in die Acetylamino-acryl- 
siure gelingt nur mit wasserfreiem LEisessig befriedigend. Die Reinheit des 
Praparates wurde durch Aquiv.-Gew.-Bestimmung mit 0,l-n.NaOQH und Thymol- 
phthalein als Indikator tberpriift. 

4. ZersetzungenvonN-Acetyl-«-aminoacrylsdure inwaBr. Lésung: 
Im Gegensatz zu Acrylsiure fiihrt die Jodzahlbestimmung bei Acetylamino-acry]- 
siure zu theoretischen Werten. 

a) In mehreren Reagenzglisern wurden je 2 com Wasser und eine genau ab- 
gewogene Menge (25—30mg) Acetylamino-acrylsiure eingeschmolzen und im 
Wasserbad auf 80° erwarmt. Nach verschiedenen Reaktionszeiten wurde abgekiihlt 
und mit etwa 2 ccm Wasser in ein Schliffkélbchen iibergespiilt. Die mit 18 ccm 
Hanusscher Lésung versetzte Reaktionslésung lie8 man 30 Min. reagieren, ver- 
setzte mit einer Spatelspitze Kaliumjodid und titrierte mit 0,l-n.Thiosulfat. Es 
wurde so beispielsweise folgende Zersetzungsgeschwindigkeit ermittelt: 


Reaktionszeit in Min.: 0 20 40 60 
Acetylamino-acrylséure in %: 100 52,7 30,7 3,9 


b) Die weiteren Zersetzungsreaktionen, ebenfalls bei 80°, wurden jeweils an 
2cecm einer Natriumacetylamino-acrylatlésung durchgefiihrt, die man durch 
Auflésen einer abgewogenen Séuremenge (um 375 mg) und der aquivalenten Menge 
an n-NaOH in 25 ccm herstellte. Diese Lésungen wurden auch mit 0,05 bzw. 
0,lccm der Lésungen der betr. organischen Saéure (Brenztrauben-, Propion-, 
Monochloressigséure) versetzt. Bei der Bestandigkeitspriifung in alkalischer 
Lésung gab man dann noch 1 Aquiv. n-NaOH zu. Nach verschiedenen Reaktions- 
zeiten wurde schlieBlich je 1 cem der Lésungen, wie oben beschrieben, jodometrisch 
titriert. Bei einer Endkonzentration der organischen Saure von 0,0183-m. ergaben 
sich mit Brenztraubenséure (A), Propionsiure (B) und Monochloressigséure (C) 
folgende Zersetzungsgeschwindigkeiten : 


Reaktionszeit in Min. : 30 60 90 

Acetylamino-acrylsiurein %: A 40,4 13,8 11,5 
B 72,8 61,0 52,4 
C 35,6 17,8 11,1 


5. DL- und meso-Lanthionin: In Stickstoffatmosphire wurde mit 7 g 
pL-Cystein-hydrochlorid (-1 H,O) und 7g N-Acetyl-«-aminoacrylsaure 
unter Verwendung von 2-n.NaOH eine Liésung vom py 7—8 hergestellt. Diese 
Lésung reagierte unter Stickstoff im siedenden Wasserbad. Nach 1 Stde. war die 
HS-Reaktion mit Nitroprussidnatrium negativ. Es wurde nun das gleiche Volumen 
konz. Salzsiure zugegeben und unter RiickfluB 4 Stdn. gekocht. Dann engte man 
die mit Carboraffin?® entfarbte Lésung im Vak. zur Trockene ein. Der Riickstand 


25 Weitere Einzelheiten iiber diese Darstellungsmethode s. A. Schéberl u. 
A. Wagner lI. c.8, 8. 101. 

26 Stiftung der Fa. Lurgi, Gesellschaft fiir Warmetechnik m. b. H., 
Frankfurt a. M. 
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wurde in wenig Wasser geliést und mit 4-n.NaOH neutralisiert. Nach Stehenlassen 
im Kisschrank lieBen sich 9,3 g Rohprodukt abtrennen. Eine Methanolfallung 
lieferte nochmals 0,5 g. Die Trennung in meso- und DL-Lanthionin kann nach den 
Angaben von Horn, Jones und Ringel! erfolgen. 

6. Kupfersalz von Lanthionin: Zur Darstellung dieses schwer léslichen 
Kupferkomplexes kann man Lanthionin in wir. Lésung entweder mit der aquiy, 
Menge Kupfercarbonat oder frisch gefalltem Kupferhydroxyd langere Zeit kochen, 
Die jodometrische Titration?’ des mit Kupferhydroxyd hergestellten und an der 
Luft getrockneten Komplexes ergab: 


89,3 (69,0) mg Subst. verbr. 3,065 (2,390) cem 0,1-n.Na,S,0,?°. 


7. meso-Lanthionin-sulfoxyd: 1 g meso-Lanthionin wurde in wenig 
Wasser aufgeschlammt und so lange Bromwasser zugesetzt, bis eine schwach | 
gelbe Farbe bestehen blieb. Den Bromiiberschu8 entfernte man mit 1—2 Tropfen 
0,1-n.Na,S,0;. Die stark mineralsaure Lésung wurde dann mit Ammoniak bis 
pu 5—6 neutralisiert, wobei eine weife kristalline Substanz ausfiel. Nach 2-stdg. 
Stehenlassen bei 0° wurde abgesaugt und mit Wasser und Methanol gewaschen, 


C,Hy,0;N,S (224,2) Ber. N 12,49 814,30 Gef. N 12,44 8 14,56 


8. pL-S-Carboxymethyl-cystein (I): Unter SauerstoffausschluB wurden 
0,46 g Thioglykolsaure mit 1,26g N-Acetyl-«-aminoacrylsaure versetzt | 
und mit n-NaOH auf pq 7—8 eingestellt. Diese Lésung wurde dann unter Stick. 
stoff im siedenden Wasserbad so lange erhitzt, bis die Reaktion auf HS-Gruppen | 
negativ war. AnschlieBend wurde salzsauer gemacht, im Vak. zur Trockene ein- 
geengt und mit 6-n.HCl 8Stdn. hydrolysiert. Dabei trat Geruch nach Brenz- 
traubensaure auf. Nach Neutralisation mit 6-n.NaOH und Entfarben mit Carbo. © 
raffin wurde im Exsiccator eingeengt. Man erhielt kugelige Aggregate von feinen 
Nadeln. — Die Darstellung des t-Isomeren erfolgte nach Michaelis und Schu- [| 
bert}® durch Kondensation von L-Cystein-hydrochlorid mit Monochloressigsaure, | 
wobei durch vdlligen Sauerstoff-Ausschlu8 eine verbesserte Aufarbeitung erzielt 
werden konnte. 

Zur Alkalispaltung wurden 23,4 mg S-Carboxymethyl-cystein nach Zugabe | 
von 3ccm n-NaOH im evakuierten Thunbergrohr im siedenden Wasserbad | 
5 Stdn. lang erhitzt. Nach bestimmten Zeiten wurden jeweils 0,5 com entnommen | 
und das gebildete Mercaptan kolorimetrisch mit Phosphorwolframsaure bestimmt, 
Nach 5 Stdn. ergab sich so eine Thiolausbeute von insgesamt 43,6%. i 

9. S-pL-a-Carboxyathyl-L-cystein (III): 18g pL-«-Brompropion- | 
siure und 18g L-Cystein-hydrochlorid (+ 1H,O wurden langsam mit | 
6-n.NaOH versetzt. Besonders von py 6 ab trat dabei starkes Erwarmen der | 
Lésung ein. Die auf py 7 gebrachte Liésung zeigte nach etwa 10 Min. keine HS. | 
Reaktion mehr?*. Im Eisschrank bildete sich ein geringer weiBer Niederschlag. | 
Beim Einengen des Filtrates blieb ein dliges Produkt zuriick, aus dem durch © 
wiederholte Methanol-Eisessig-Behandlung insgesamt 9 g (50% d. Th.) des festen | 
Thioathers isoliert werden konnten. Aus Wasser umkristallisiert, bildete er Nadeln © 
in rosettenférmiger Anordnung®®. 

C,H,,0,NS (193,2) Ber. N 7,25 Gef. 7,08 
[a]: + 41° (in n-HCl) 
27 Vgl. A. Schéberl, diese Z. 216, 193 [1933]. 
28 Die genaue Zusammensetzung mu durch weitere Versuche ermittelt 
werden. _ 

29 Ublicherweise wird bei derartigen Austauschreaktionen in alkalischer 
Lésung gearbeitet. 

80 Der Thioaither wurde inzwischen auch von P. Karrer u. G. Aman (Helv. | 
chim. Acta 38, 302 [1950]) aus L-Cystein und pL-«-Jodpropionsaure, das L-Isomere 
aus L-Cystein und L-«-Brompropionsiure dargestellt. 
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10. Addition von Cystein an Acrylsaure 

a) Versetzt man wL-Cystein-hydrochlorid (+ 1H,O) mit 3 Aquivv. 
Acrylsaure* und stellt die Lésung mit verd. Natronlauge auf ein py von 7—8 
ein, wobei durch Evakuieren des ReaktionsgefaBes und Stickstoff-Einleiten még- 
lichst sauerstofffrei gearbeitet wird, so verlaiuft nach wiederholten Ansatzen die 
Priifung auf SH-Gruppen innerhalb kurzer Zeit negativ. So war z. B. bereits nach 
15 Min. beim Erhitzen im Wasserbad kein Cystein mehr nachweisbar. Nach dem 
Einengen im Vak. hinterlieB die salzsauer gemachte Reaktionslésung einen weiBen 
Riickstand, dessen Lésung vom py 6 beim Abkiihlen auf 0° Kristalle von S-f- 
Carboxyathyl-L-cystein (II) in einer Ausbeute von rund 65% d. Th. ergab’. 
Die Mutterlauge hiervon lieferte durch Athanolfallung ein viskoses Ol, in dem sich 
papierchromatographisch deutlich zwei Substanzen nachweisen lieBen. 

b) 5,27 g Lt-Cystein-hydrochlorid (+ 1H,O) und 6,5g Acrylsaure 
wurden unter Sauerstoff-Ausschlu8 mit 10 n-NaOH auf py 7—8 gebracht und auf 
25 ccm mit Wasser aufgefiillt. Nach 2-stdg. Erhitzen im Wasserbad enthielt die 
Lésung kein Cystein mehr. Ihre spezif. Drehung betrug —0,086° (D-Linie). Die 
waBr. Lésung einer aquivalenten Menge des reinen, geradkettigen Thioathers zeigte 
dagegen in Anwesenheit der gleichen Menge an Acrylsaure (Uberschu8), Natrium- 
chlorid und Natronlauge (zur py-Einstellung) eine spezif. Drehung von —9,14°. 

c) S-B-Carboxyathyl-L-cystein (II) liefert beim Kochen mit Kupfer- 
carbonat®? in waBr. Lésung ein sehr schwer lésliches Kupferkomplexsalz. Je nach 
der Reaktionstemperatur entstanden dabei verschiedene Kupfersalze. Ein blau- 
griines, wasserfreies Salz bildete sich in der Siedehitze, unterhalb dieser Temperatur 
ein hellblaues, das nach der jodometrischen Titration pro Kupferatom 6 Moll. 
Kristallwasser enthalten wiirde. Zur Formulierung der Komplexe kann man die 
von Pfeiffer und Werner® beim asparaginsauren Kupfer vertretenen Ansichten 
acceptieren. Wie beim asparaginsauren Kupfer ein leicht lésliches Natriumsalz 
bekannt ist, lieB sich auch vom Kupferkomplex des t-S-$-Carboxyathyl-cysteins 
ein solches herstellen. Dieses entstand, als man das Natriumsalz des Thioathers 
mit Kupfercarbonat kochte. Der lésliche Komplex konnte durch Kochen mit 
Kupferacetat in das schwer lésliche Komplexsalz umgewandelt werden. 

Andererseits bildet S-«-Carboxyathy]l-L-cystein (IIT) auffalligerweise einen 
in Wasser auBerst leicht léslichen Kupferkomplex, der noch dazu die Fallung des 
Kupfersalzes des isomeren Thioathers (II) verhindern kann*. Als man z. B. das 
Gemisch der isomeren Thioather (II und III) aus der Addition von 5 g L-Cystein- 
hydrochlorid (+ 1H,O) an 6g Acrylsdiure bei py 5 wenige Minuten mit Kupfer- 
carbonat kochte, bildete sich eine tiefblaue Lésung. In ihr lieB sich durch Kochen 
mit Kupferacetat keine Fallung erzielen. Die Fallung blieb auch aus, als je 50 mg 
der beiden Isomeren in heiBem Wasser gelést und mit Kupfercarbonat gekocht 
wurden. Es entstand wiederum nur die tiefblaue Lésung. 

11. C-Methylgruppenbestimmung nach Wiesenberger*® 


Substrat Ausb. an C—CH,-Gruppen in %, 
S-[B-Carboxyathyl]-cystein (IT) 
S-[«-Carboxyathy] ]-cystein (ITI) 
Gemisch von IT + III aus Addition . 








31 Gestiftet von der Badischen Anilin- & Sodafabrik in Ludwigs- 
hafen a. Rh. durch Vermittlung von Herrn Prof. Dr. W. Reppe. 

32 Darstellung des basischen Salzes CuCO,-Cu(OH),:1/2 H,O durch Fallung 
einer Kupfersalzlésung mit Sodalésung. 

3 P. Pfeiffer u. H. Werner, diese Z. 246, 212 [1937]. 

34 Vgl. dazu F. Hofmeister, Liebigs Ann. Chem. 189, 6 [1877]. 

35 K. Wiesenberger, Mikrochemie 38, 51 [1946]; die Mittel zur Anschaffung 
der Apparatur stellte freundlicherweise die Fa. Chemiewerke Homburg A.G. 
in Frankfurt a. M. zur Verfiigung. 

36 6-stdg. Oxydationsdauer 
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12. Behandlung von Cystin und Cystein mit Bariumhydroxyd; 
0,5 mMole L-Cystin bzw. L-Cystein-hydrochlorid wurden mit 1 ccm heiBgesattigter 
Bariumhydroxydlésung in ein Reagenzglas eingeschmolzen und 10 Stdn. im sieden. 
den Wasserbad erhitzt. Nach der Entfernung des Bariums mit 2-n.H,SO, wurde 
das Filtrat im Vak. zur Trockene verdampft und der Riickstand in 0,2 com Wasser 
aufgenommen. Das Papierchromatogramm dieser Lésung (mobile Phase 75-proz, 
waBr. Phenol oder Tetrahydrofurfurylalkohol) zeigte einen starken Alaninflecken, 
Das Cystein-Chromatogramm enthielt auBerdem zwei weitere Flecken oberhalh 
und unterhalb des Alanins. Der Spaltansatz von Cystin war orange gefarbt und 
gab positive Nitroprussidnatriumreaktion. Letztere war bei dem gelb gefarbten 
Cysteinspaltansatz nur sehr schwach, lieB sich aber durch Kaliumcyanid verstarken, 

Beide Versuche wurden in mit Stickstoff gefiillten Schlenk-Rohren wiederholt, 
Diesmal war nur der Cystin-Ansatz orange gefarbt, waihrend der Cystein-Ansatz 
farblos blieb. Alanin-Bildung war auch hier nachzuweisen. Das Chromatogramm 
der Cystin-Spaltansitze ohne und mit Luftausschlu8 wies noch auf die Bildung 
einer allerdings sehr kleinen Menge von Cysteinsaure hin. 

50 mg t-Cystin bzw. u-Cystein-hydrochlorid wurden ferner mit 934 mg 
Ba(OH),-8 H,O und 0,5 ccm Wasser versetzt und unter Stickstoff in Schlenk. 
Rohren 15 Stdn. auf 110° erhitzt. Beide Lésungen verfarbten sich gelb. Sie zeigten 
im Papierchromatogramm den starken Alaninflecken, -die Cystein-Lésung daneben 
noch einen schwachen Flecken mit dem Hr-Wert des Lanthionins. 

13. Alkalische Spaltung eines Cystin-Cystein-Gemisches: Im 
Schlenk-Rohr wurden 114,4 mg L-Cystin und 83,4 mg L-Cystein-hydrochlorid 
mit 1,75 g Ba(OH),-8 H,O und 1 ccm Wasser 2 Stdn. im siedenden Wasserbad 
unter Stickstoff erhitzt. Das Papierchromatogramm des mit 2-n.H,SO, neutrali- 
sierten Filtrates zeigte 3 Flecken: Neben dem bekannten Alanin-Fleck war in 
derselben Intensitaét ein Fleck mit dem Rr-Wert des Lanthionins zu beobachten; 
daneben war noch ein schwacher Fleck mit einem gréBeren Rr-Wert als Alanin 
vorhanden. 

Der Lanthionin-Fleck trat auch bei.der Chromatographie des Zersetzungs. 
produktes aus 119,8 mg L-Cystin und 87,3 mg L-Cystein-hydrochlorid mit 25 ccm 
5-proz. Natriumcarbonatliésung nach 6-stdg. Erhitzen unter LuftabschluB auf. 
Die Aufarbeitung dieses Reaktionsproduktes lieferte Kristalle, die nach Unm- 
kristallisation aus Ammoniak neben den hexagonalen Platten des Cystins die 
typischen Dreiecke des meso-Lanthionins erkennen lieBen. Auch bei der Einwirkung 
von 16 mg Zinkstaub auf 59 mg L-Cystin in 1 ccm 3-n.NaOH im Schlenk-Robr 
konnte neben dem Alanin-Fleck ein deutlicher Lanthionin-Fleck nachgewiesen 
werden. 

14. Isolierung von Lanthionin aus Cystin: 5,8 g L-Cystin wurden mit 
1,5 g Zinkstaub und 30 ccm n-NaOH versetzt und zur vollstandigen Lésung des 
Cystins noch etwas 3-n.NaOH zugegeben. Nun wurde das ReaktionsgefaB sauerstoff- 
frei gemacht und unter Stickstoff einige Tage im Wasserbad erwarmt. Nach dem 
Ansauern mit Salzsiure dampfte man im Vak. ein und versetzte den in Wasser 
gelésten Riickstand bis zur beginnenden Niederschlagsbildung mit Natronlauge, 
Nach 1-tagig. Stehen im Eisschrank wurden 2 g eines weiBen Pulvers isoliert, das 
auf Grund einer kolorimetrischen Bestimmung mit*Phosphorwolframsaure nur zu 
2/, aus Cystin bestand. Zweimalige Kaliumcyanid-Behandlung und Umfillen aus 
ammoniakalischer und salzsaurer Lésung lieferte cystinfreies Lanthionin. 

15. Nachweis der Lanthionin-Bildung aus Cystin tiber das Lan. 
thioninsulfoxyd: 5 g L-Cystin wurden mit 500 ccm 5-proz. Natriumcarbonat- 
lésung 24 Stdn. auf 110° unter LuftabschluB erhitzt. Die tief orange gefarbte 
Lésung wurde mit konz. Salzsiure angesiuert, von ausgefallenem Schwefel ab- 
filtriert und im Vak. zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wurde in Methanol 
aufgenommen und durch Zusatz von Pyridin und Ather gefallt. Ausbeute 700 mg. 
Eine Probe dieser Substanz wurde mit Brom oxydiert. Das Papierchromatogramm 
zeigte dann neben wenig Cysteinsaure den Fleck von Lanthioninmonoxyd 
an der richtigen Stelle. 
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Zusammenfassung 


Das Problem der Lanthionin-Bildung aus Wolle, Cystin und 
Cystinderivaten wird zusammenfassend erortert. Es gilt, zwischen 
Cystin und Wolle eine Briicke zu schlagen. 

Auch die Alkalibehandlung von Cystin fiihrt zu Lanthionin, das 
sich papierchromatographisch nachweisen oder isolieren laBt. Die 
Addition von DL-Cystein an N-Acetyl-x-aminoacrylsiure liefert ein 
Gemisch aus meso- und DL-Lanthionin. Lanthionin wird mit Brom zu 
einem Sulfoxyd oxydiert, das zur Identifizierung des Thioathers brauch- 
bar ist. Lanthionin bildet auch einen schwer léslichen Kupferkomplex. 
Beim Cystin kann sich das intermediir entstehende Dehydroalanin- 
System entweder zu Alanin oder zu Lanthionin stabilisieren. 

Der Chemismus der Alanin-Bildung bei der Zersetzung von Thio- 
iithern des Cysteins spricht ebenfalls fiir Dehydroalanin als Zwischen- 
produkt. In diesem Zusammenhang werden Synthese, Eigenschaften 
und Verhalten von S-Carboxymethyl- und von S-f- bzw. S-x-Carboxy- 
ithyl-cystein untersucht. Dabei wird auch der Zerfall der zu Thioither- 
Synthesen benutzten N-Acetyl-x-aminoacrylsiure in saurer Lésung 
ausfiihrlicher studiert. Die Anlagerung von L-Cystein an Acrylsiure 
zeigt neben der Bildung von S-f-Carboxyathyl-cystein als Hauptprodukt 
auch die Entstehung von S-x-Carboxyathyl-cystein. Die beiden iso- 
meren Cysteinthioaither unterscheiden sich vor allem in der Bildung von 
Kupferkomplexen ganz verschiedener Léslichkeit. S-«-Carboxyithyl- 
cystein 1aBt sich neben dem Isomeren quantitativ durch C-Methyl- 
gruppenbestimmung ermitteln. 

Zwischen der Labilitét der SS-Bindungen in Wolle und Cystin 
besteht kein prinzipieller Unterschied. In allen Fallen ist dabei die 
Bildung von Mercaptogruppen und von elementarem Schwefel neben 
Schwefelwasserstoff zu beachten. Schwefel-Bilanzen an solchen Systemen 
kénnen durch Jodwasserstoff-Reduktion ergiinzt werden. 


Summary 


The question of the formation of lanthionine from wool, cystine and 
cystine derivatives is discussed with a view to establishing a relation 
between cystine and wool. 

Treatment of cystine with alkali yields lanthionine which can be 
detected by means of paper chromatography and isolated. The addition 
of DL-cysteine to N-acetyl-x-aminoacrylic acid yields a mixture of 
meso- and DL-lanthionine. Lanthionine is oxidized by bromine to a 
sulphoxide which can be used to identify the thioether. Lanthionine also 
forms a sparingly soluble copper complex. In the case of cystine the 
dehydroalanine system, formed as an intermediate, is stabilized either 
as alanine or as lanthionine. 

The mechanism of the alanine formation in the decomposition of 
thioethers of cysteine also points to dehydroalanine as intermediate 
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product. In this connection the synthesis, properties and reactions of 
S-carboxymethyl- and S-f- and S-x-carboxyethyleysteine have been 
investigated. The decomposition in acid solution of the N-acetyl-x. 
aminoacrylic acid employed in the thioether syntheses has also been 
examined in some detail. The combination of L-cysteine and acrylic 
acid yields S-f-carboxyethylcysteine as main product and S-x«-carboxy. 
ethyleysteine. The two isomeric cysteine thioethers form copper com. | 
plexes which differ markedly in their solubilities. S-x-carboxyethyl. 
cysteine can be determined quantitatively in the presence of the isomer 
by estimation of the C-methyl groups. 

There is no fundamental difference between the lability of the SS. 
linkages in wool and cystine. Cleavage always results in the formation § 
of mercapto groups, hydrogen sulphide and elementary sulphur. A 
more complete determination of the sulphur present in such systems 
can be effected by means of reduction with hydriodic acid. 
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Beitrag zur chemischen Konstitution der Acetalphosphatide 
und zur Frage des Vorkommens des Colamin-Kephalins 
im Gehirn 


Von 


Hildegard Debuch 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Kéin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Dezember 1955) 


Der Name Kephalin wurde von Thudichum! in die Lipoidchemie ein- 
gefiihrt, nachdem das Lecithin als fettahnliche, phosphorhaltige Substanz lingst 
bekannt war. Diakonow? hatte unter den Spaltprodukten des Lecithins Stearin- 
siure, Glycerinphosphorsiure und Cholin aufgefunden, und Strecker® wies die 
esterartige Bindung dieser Bausteine nach. 

Thudichum fand nun als erster, daB mehrere ,,Phosphatide‘‘, wie er die 
Substanzen nannte, die sowohl Phosphor als aueh Stickstoff enthielten, im Ather- 
extrakt des Gehirns vorhanden waren. Neben dem alkoholléslichen Lecithin fand 
er ein. 1 alkoholunléslichen Stoff, den er Kephalin nannte. Bei jenem hielt Thudi- 
chum die Anwesenheit der Olsaure, bei diesem die der ,,Kephalinsaure“ fiir charak- 
teristisch. Im iibrigen sollte dem Kephalin die gleiche Konstitution zukommen wie 
dem Lecithin. Unter den Spaltprodukten der Phosphatide konnte Thudichum neben 
Cholin noch zwei andere N-haltige Basen isolieren, von denen er eine als ,,Oxethyl- 
amin‘ erkannte. Er lieB jedoch die Frage offen, ob dieses nicht durch Zersetzung 
aus dem Cholin entstanden ware. 

Baumann‘ stellte 1913 fest, daB das Kephalin des Gehirns seinen Stickstoff 
in Form einer primaéren Aminogruppe besa8 und isolierte Aminoathanol (Colamin) 
als Spaltstiick. 

Daraufhin begann MacLean? 1915 damit, neben dem Cholin-N, den NH,-N 
der Phosphatidfraktionen zu bestimmen und fand, daB die Summe 100% des 
Gesamt-N ergab. 

Er beschrieb, daB das Kephalin in reinem Zustand auch in Alkohol léslich 
ware und sah die Unlislichkeit darin als eine Folge der Oxydation an. Da Kephalin 
empfindlicher gegen Luftsauerstoff zu sein schien als Lecithin, neigte es auch 
leichter dazu, alkoholunléslich zu werden. MacLean gab an, daB demnach der 
einzige Unterschied zwischen dem Lecithin und Kephalin im stickstoffhaltigen 
Baustein liege. Reines Lecithin enthielt ,,keine Spur von NH,-N“, wahrend der 
Stickstoff des Kephalins ,,quantitativ durch die Methode von van Slyke bestimm- 
bar war‘. Der N-haltige Baustein des Kephalins war Aminoathanol (Colamin), 
sonst kam ihm nach MacLean die gleiche Formel zu wie dem Lecithin. 

MacArthur® glaubte spiater als stickstoffhaltigen Baustein des Kephalins 
auch noch eine Aminosiure annehmen zu miissen. Erst 1941 wurde sie tatsaéchlich 


1 J.L. W. Thudichum, Die chemische Konstitution des Gehirns der Men- 
schen und der Tiere. Tiibingen, 1901, Verlag Pietzker. 

2 C. Diakonow, Zbl. med. Wissensch. 1868, 2. 

3 A. Strecker, Ann. Chem. Pharmacie 148, 77 [1868]. 

4 A. Baumann, Biochem. Z. 54, 30 [1913]. 

5 H. MacLean, Biochem. J. 9, 351 [1915]. 
l19 6 C.G. MacArthur, J. Amer. chem. Soc. 36 II, 2397 [1914]; 88 II, 1375 

16}. 
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als Spaltstiick des Rinderhirnkephalins von Folch und Schneider’ isoliert und 
als Serin identifiziert. 

Fast zu gleicher Zeit wies Schuwirth® Serin als Spaltstiick der Glycerin. 
phosphatide aus menschlichem Gehirn nach. 

Einem Vorschlag von Folch’ folgend, wurde im auslandischen, vor allem 
im amerikanischen Schrifttum der Name Kephalin fallen gelassen. Dafiir sctzte 
man die Bezeichnung ,,phosphatidy] serine‘‘ fiir das Serin-Kephalin und _,,phos. 
phatidyl ethanolamine“ fiir das Colamin-Kephalin ein. 

Diese verschiedenen Kephaline, die nebeneinander in der zunachst alkohol. 
unléslichen Glycerinphosphatid-Fraktion vorkommen,- sind heute durch die von 
Folch® eingefiihrte Methode erstmals zu trennen. Aber wenn sie sich auch durch 
die verschiedenen stickstoffhaltigen Bausteine voneinander unterscheiden, so haben 
sie doch diese Eigenschaft gemeinsam, die seit MacLean®, spater auch von 
Levene? als fiir das Kephalin charakteristisch angegeben wird: Sie enthalten 
den gesamten Stickstoff in Form von NH,-N, der nach van Slyke bestimmbar ist. 
Nicht das verschiedene Verhalten in Alkohol war seit MacLean der Unterschied 
zwischen Lecithin und Kephalin, d. h. nicht die Unléslichkeit in Alkohol war die 
wesentliche Eigenschaft des Kephalins. (Tatsachlich ist die Colamin-Kephalin. 
Fraktion, die nach der Methode von Folch dargestellt wird, fast ebenso alkohol 
léslich wie das Lecithin.) : 

Es hatte sich bei vielen Forschern, die sich mit der Frage beschaftigten, 
gezeigt>»19,11, daB in der alkoholléslichen, also der Lecithin-Fraktion betrachtliche 
Mengen von Nicht-Cholin-Stickstoff enthalten waren; auf der anderen Seite be. 
fanden sich in der alkoholunlésltchen Fraktion immer mehrere stickstoffhaltige 
Spaltstiicke nebeneinander, d. h. es waren in der alkoholunléslichen Fraktion auch 
gréBere Mengen eines Phosphatides vorhanden, das Cholin als Baustein besaB und 
deshalb dem Lecithin zuzurechnen war. Deshalb war die von MacLean gegebene 
Definition fiir das Kephalin voll gerechtfertigt, und es liegt bis heute eigentlich 
keine Veranlassung vor, die klassischen Bezeichnungen wie Lecithin und Kephalin 
fallen zu lassen?*. Man mu8 nur seit Folch’ zwischen einem Serin- und einem 


Colamin-Kephalin (I) unterscheiden. Beide Kephaline enthalten 2 Moll. Fettsauren § 
die esterartig am Glycerin gebunden sind. 


H,C—O—CO-R’ H,C—0 
H C—O—CO-R” H C—O 
| | 

H,C—0. ,, 0 H,C—0, , 0 
HO’ \O—CH,-CH,-:NH, HO” \O—CH,-CH,:NH, 


I. Colamin-Kephalin IT. Acetalphosphatid (Plasmalogen) 
(klassische Formel) (nach Feulgen) 


CH-R 


Feulgen und Bersin™ konnten 1939 ein neues Phosphatid aus Rinder- 
muskulatur isolieren, das langkettige Aldehyde im Molekiilverband besaB, dic 

7 J. Folch u. H. A. Schneider, J. biol. Chemistry 187, 51 [1941]; J. Folch, 
ebenda 189, 973 [1941]; 174, 439 [1948]. 

8 K. Schuwirth, diese Z. 270, 1 [1941]; 277, 88 [1942]. 

® J. Folch, J. biol. Chemistry 146, 35 [1942]. 

10 Pp. A. Levene u. I. P. Rolf, Physiol. Rev. 1, 327 [1921]. 

11 G. Zuelzer, diese Z. 27, 255 [1899]; W.. Koch, diese Z. 86, 134 [1902]; 
A. Erlandsen, diese Z. 51, 71 [1907]; P. A. Levene u. 8S. Komatsu, J. biol. 
Chemistry 89, 91 [1919]; G. Moruzzi, diese Z. 55, 352 [1908]; H. MacLean, diese 
Z. 55, 360 [1908]; 59, 223 [1909]; 57, 296 [1908]. 

12 Siehe auch E. Klenk u. P. Béhm, diese Z. 288, 98 [1951]. 

18 R. Feulgen u. Th. Bersin, diese Z. 260, 218 [1939]. 
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bereits 1924 von Feulgen und Voit" an histologischen Schnitten nachgewiesen 
waren. 1929 hatten Feulgen, Imhauser und Behrens} die Aldehydanteile als 
ein Gemisch von Palmital und Stearal identifiziert und isoliert. 

Da dieses neue Phosphatid praktisch in allen daraufhin untersuchten tierischen 
Zellen, und zwar in deren Cytoplasma vorkam, nannte Feulgen es Plasmalogen. Der 
1939 isolierte Stoff besaB einen héheren Aldehyd in acetalartiger Bindung am 
Colaminester der Glycerinphosphorséure, weshalb Feulgen ihn auch als Acetal- 
phosphatid bezeichnete und ihm Formel II gab. 

1951 wurde iibrigens die gleiche Substanz aus Rinderhirn von Thann- 
hauser?® isoliert. 

Bei der Untersuchung der Colamin-Kephalin-Fraktion des Gehirns, die nach 
Folch® gewonnen war, beobachteten Klenk und Bohm”, da sich die Acetal- 
phosphatide stets in dieser Fraktion anreicherten. Obwohl Folch® die auf die 
gleiche Weise gewonnene Fraktion als reines Colamin-Kephalin ansprach, muBte 
es sich hier um das Gemisch eines Esterphosphatides von der klassischen Kephalin- 
formel I mit einem Acetalphosphatid handeln. 

Legte man die Feulgensche Acetalphosphatidformel zugrunde und berech- 
nete man entsprechend dem Plasmalgehalt die Anteile des Ester- und Acetal- 
phosphatides, so muBte ein molares Verhaltnis von 1:1 vorliegen. Eine Reihe 
experimenteller Befunde stand mit dieser Annahme in Widerspruch. Es hat sich 
auch inzwischen gezeigt!’, da8 dem Acetalphosphatid eine andere Formel zu- 
kommen muB, d. h. daB es sich bei den von Feulgen und Bersin und spater von 
Thannhauser und Mitarbeitern isolierten Substanzen um sekundire Spaltprodukte 
des genuinen Plasmalogens handelte. Dieses besitzt im Molekiilverband auBer 
einem Aldehyd noch eine Fettsiure, die esterartig am Glycerin gebunden ist. 
Klenk und Debuch konnten durch folgende Versuchsergebnisse einen indirekten 
Beweis geben: 

1. Durch Behandlung des Phosphatidgemisches der Ausgangssubstanz mit 
Saure entstand kein wasserléslicher Phosphor. 

2. Nach der Hydrierung des Gemisches waren nur 30% des Gesamtphosphors 
der Ausgangssubstanz durch Alkali leicht abspaltbar. 

3. Nach der Hydrierung wurden etwa 60—70% des Gesamtphosphors in 
Form eines Atherphosphatides nach Art der Chimyl- oder Batylalkoholphosphor- 
siure isoliert. 

Deshalb stellten Klenk und Debuch die Formel III auf?!’, die ich auf Grund 
meiner nun vorliegenden Versuchsergebnisse bestatigen kann. 


H,C—O—CH(OH):CH,:R’ 
Hb—0-CO-R” 
HU—0, pp 

HO’ \O—CH,-CH,-NH, 


III. Genuines Plasmalogen* 
(Acetalphosphatid) 








4 R. Feulgen u. K. Voit, Pfliigers Arch. ges. Physiol. 206, 389 [1924]. 

15 R. Feulgen, K. Imhauser u. M. Behrens, diese Z. 180, 161 [1929]; 
R. Feulgen u. M. Behrens, diese Z. 256, 15 [1938]. 

16 §. J. Thannhauser, N. F. Boncoddou.G. Schmidt, J. biol. Chemistry 
188, 417, 423 [1951]. 

17 FE. Klenk u. H. Debuch, diese Z. 296, 179 [1954]. 

* Der Aldehyd jist nur der Ubersicht halber in «-Stellung gesetzt; es ist 
ebenso méglich, daB er am £-C-Atom des Glycerins gebunden ist. Das gleiche 
gilt fiir die von Klenk und Debuch” angegebenen Formeln, auf deren Dis- 
kussion hier verwiesen wird. 
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Nach dieser Formel kommt dem genuinen Acetalphosphatid eine chemische 
Konstitution zu, die der des Colamin-Kephalins nach der klassischen Forme 
auBerordentlich ahnlich ist. Deshalb sind die physikalischen Eigenschaften dieser 
Substanzen einander fast gleich. Das diirfte wohl der Grund sein, warum scwoh| 
Feulgen als auch Thannhauser ihre Acetalphosphatide erst nach alkalischer Hydro. 
lyse der sie stets begleitenden Esterphosphatide isolieren konnten. Dadurch wa 
die Fettsiure des genuinen Plasmalogens abgespalten worden, das Restmolekiil I, 
das Acetalphosphatid (nach Feulgen), war damit atherunléslich geworden und 
konnte jetzt isoliert werden. 

Nachdem von Klenk und Gehrmann"® aus der Tatsache, daB eine reine 
Lecithinfraktion aus Rinderherzmuskel eine positive Plasmalreaktion gab. die 
Existenz cholinhaltiger Acetalphosphatide bewiesen wurde, konnten Klenk und 
Debuch?® an diesen zeigen, daB auch sie auBer einem Aldehyd eine Fettsaur 
im Molekiil enthalten. 

In allerjiingster Zeit wurde von Rapport und Alonzo* die Tatsache, da 
neben dem Aldehyd noch ein Mol. Fettsiure im Molekiil cholinhaltiger Acctal. 
phosphatide vorhanden ist, anscheinend wieder entdeckt. Sie untersuchten eben. 
falls die Lecithinfraktion des Rinderherzmuskels und bestimmten mit Hilfe analy. 
tischer Methoden die Anzahl der Ester- und Acetalbindungen. Ohne den von 
Feulgen, dem Entdecker der Acetalphosphatide, eingefiihrten Namen zu nennen, 
bezeichnen die Autoren in véllig unsystematischer und willkiirlicher Weise die 
cholinhaltigen Acetalphosphatide als ,,phosphatidal choline“. 

Die Aufgabe dieser Arbeit war es, einen direkten Beweis dafiir zu 
liefern, daB das Acetalphosphatid Feulgens und Thannhausers 
nicht dem genuinen Plamalogen entsprach und die Ansicht zu erharten, | 
daB 1 Mol. .Fettsiure im Molekiil enthalten ist. 

Da die Colamin-Kephalin-Fraktion des Gehirns neben dem genuinen 
Plasmalogen wahrscheinlich noch ein Phosphatid von der klassischen 
Kephalin-Formel enthalt und die beiden Substanzen sich in ihren§ 
Léslichkeiten kaum unterscheiden diirften, war nicht zu erwarten, dab 
diese nur durch Anwendung verschiedener Lésungsmittel voneinander 
getrennt werden konnten. Aus dem genuinen Plasmalogen muBte aber, 
nachdem durch milde Siurebehandlung der Aldehyd abgespalten war, 
eine Lysoverbindung entstehen, die ganz andere physikalische Eigen- 
schaften als das Esterphosphatid hat und deshalb: von diesem ab- | 
zutrennen sein miiBte. Es wurde demnach folgender Weg eingeschlagen: 

Aus einer Glycerinphosphatid-Fraktion des Atherextraktes mensch- 
licher Gehirne, die durch Fallen in Aceton vom Cholesterin und eventuell 
vorhandenen Neutralfetten befreit worden war, wurde nach Folch! 
mit der Alkohol-Chloroform-Methode eine praktisch reine Colamin- 
Kephalin-Fraktion dargestellt, d. h. eine Fraktion, die 92% ihres Ge- 
samtstickstoffs in Form von NH,-N aufwies, waihrend kein «-Amino- 
siure-N aufgefunden wurde. Diese Colamin-Kephalin-Fraktion enthielt 
wie stets 22—25% Plasmal. Um daraus vielleicht vorhandene partielle 
Spaltprodukte abzutrennen, wurde sie durch Gegenstromverteilung ge- 
reinigt. Wie zu erwarten war, verhielten sich das Ester- und das Acetal- 
phosphatid véllig gleichsinnig, d.h. der P-Gehalt und der Plasmal- 


18 EK. Klenk u. G. Gehrmann, diese Z. 292, 110 [1953]. 
19 KE. Klenk u. H. Debuch, diese Z. 299, 66 [1955]. 
20 M. M. Rapport u. N. Alonzo, J. biol. Chemistry 217, 199 [1955]. 
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gehalt der einzelnen Fraktionen liefen parallel (Abb. 1). Diese die 
gleichen Substanzgemische enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt 
und daraus das eigentliche Ausgangsmaterial gewonnen: eine gereinigte 
Colamin-Kephalin-Fraktion, die 23% Plasmal enthielt, d.h. etwa 
65—70% des Gesamtphosphors muBte dem Plasmalogen (unter Zu- 
grundelegung von Formel IIT) zukommen, 30% dem Colamin-Kephalin, 
d.h. dem Phosphatid der klassischen Kephalin-Formel. 

Aus dieser Colamin-Kephalin-Fraktion konnten nach milder Saure- 
hydrolyse, wodurch der Aldehyd aus dem Molekiilverband abgespalten 
wurde, und anschlieBender Gegenstromverteilung (Abb. 2 und 3) tat- 
sichlich etwa 70% des Gesamtphosphors in Form des Lysokephalins 
isoliert werden. Das Priparat war praktisch plasmalfrei, itherunléslich, 
gelb-braun gefarbt und hatte eine auffallend hohe Jodzahl (Jodzahl 100, 
Plasmal 0,4%). Um es besser von eventuell vorhandenen Spaltprodukten, 
die im Laufe der Verarbeitung hitten entstanden sein kénnen, zu 
befreien, wurde ein Teil hydriert. Nach dem Umkristallisieren erhielt 
man ein weiBes analysenreines Praparat (Tab. 6). 

Die zur weiteren Charakterisierung durchgefiihrten Hiamolyse- 
versuche sowohl mit dem nicht hydrierten als auch mit dem hydrierten 
Produkt zeigten, daB beide Priparate die gleiche hiamolysierende 
Wirkung hatten wie ein durch Einwirkung von Bienengift auf Eilecithin 
gewonnenes Lysolecithin. 

Die Papierchromatographie der wasserléslichen Spalt produkte ergab, 
daB als einziges stickstoffhaltiges Spaltstiick Colamin vorlag (Abb. 5 
und 6). Im Chromatogramm konnte kein Cholin nachgewiesen werden. 

Die Isolierung der Fettsiuren in Form der Methylester nach saurer 
Spaltung ergab 57% der Ausgangssubstanz (Tab. 6). Nach ihrer Ozoni- 
sierung, wodurch die ungesattigten Fettsiuren in kleinere Bruchstiicke 
aufgespalten und anschlieBend entfernt wurden, konnten keine ge- 
sittigten Fettsiuren nachgewiesen werden. Bei der Bestimmung der 
Zusammensetzung des Fettsiuregemisches wurden durch Tiefkiihlung 
eine Fraktion der schwachungesittigten und eine Fraktion der hoch- 
ungesittigten Fettsiuren (Jodzahl 90 bzw. 241) erhalten; gesittigte 
Fettsiuren fehlten. Durch fraktionierte Destillation mit Hilfe eines 
geeigneten Schleppers wurde die Zusammensetzung der jeweiligen 
Fettsiiurefraktion ermittelt (Tab. 8 bis 12). Diese Versuche beweisen, 
daB das genuine Acetalphosphatid auBer einem Aldehyd noch 1 Mol. 
Fettsiure im Molekiilverband besitzt. Die Formel III wird bestiitigt, 
denn nach der Formel II kénnte durch milde Saéurebehandlung kein 
Lysokephalin entstehen. 

Seitdem man um die Existenz der Acetalphosphatide wuBte, die 
man immer zu gleicher Zeit mit den anderen Glycerinphosphatiden 
extrahiert und die man bis heute nicht in genuiner Form, sondern nur 
tiefgreifend verandert isolieren kann, wurde es fraglich, ob den Forschern 
iiberhaupt jemals reine Kephalinfraktionen vorgelegen haben. Man hatte 
ja die Substanzen nie auf ihren Plasmalgehalt untersucht. Selbst Folch® 
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sprach seine aus Gehirn isolierte Colamin-Kephalin-Fraktion, wie bereits 
erwihnt, als ein Phosphatid mit der klassischen Kephalinformel aa, | 
obwohl sie zu ?/, aus Acetalphosphatid bestand. 

Durch den Nachweis der colaminhaltigen Acetalphosphatide im 
Gehirn war damit in Zweifel gestellt, ob ein Phosphatid von der klasgi. 
schen Kephalin-Formel dort iiberhaupt existiere, wie es durch K]enk 
und Dohmen*! in der Rinderleber nachgewiesen war. 

Durch die milde Siurebehandlung der gereinigten Colamin-Kepha. 
lin-Fraktion wurden die Acetalbindungen gespalten, die Esterbindungen 
aber in keiner Weise verindert, so daB das Esterkephalin, falls es w. 
spriinglich im Gemisch vorhanden war, hatte unverindert vorliegen 
miissen. Dieses Esterphosphatid wiirde sich nun wahrscheinlich von 
dem entstandenen Lysokephalin, welches nur einen langen Kohlen- 
wasserstoffrest im Molekiil besitzt, in der Léslichkeit deutlich unter. 
scheiden und sich durch Gegenstromverteilung von diesem abtrennen 
lassen. Tatsichlich konnte ich aus den gleicheri Verteilungen, aus denen 
das Lysokephalin isoliert wurde, durch Aufarbeitung der in der Gegen. 
stromverteilungsapparatur schneller wandernden Fraktionen, die noch 
30% des Gesamtphosphors enthielten, das LEsterkephalin isolieren 
(Abb. 2—4). Durch Hydrierung und anschlieBendes Umkristallisieren 
wurde ein analysenreines Priparat erhalten (Tab. 14). 

Unter den wasserléslichen Produkten der sauren Spaltung dieses 
Phosphatids fand sich wie beim Lysokephalin nur Colamin als stick. 
stoffhaltiges Spaltstiick (Abb. 11), Cholin war im Chromatogramm nicht J 
nachweisbar. Die Isolierung der Fettsiiuren in Form der Methylester 
nach saurer Spaltung ergab 71% der Ausgangssubstanz (Tab. 14). Die 
Fettsiuren wurden in drei Fraktionen zerlegt, in die Fraktion der 
gesiittigten, die der schwachungesiittigten und die der hochungesattigten 
Fettsiuren. Die Zusammensetzung des Fettsiuregemisches wurde mit 
einer séulenchromatographischen Methode ermittelt, die es gestattete, 
noch wesentlich kleinere Substanzmengen zu untersuchen, als durch die 
Destillation mit Hilfe eines Schleppers moéglich war (Tab. 15—19 und 
Abb. 12—15). 


Tab. 1. Zusammensetzung des Fettsiuregemisches des Lysokephalins und de 
Colamin-Kephalins des Gehirns in % der Gesamtfettsauren. 





Gesiattigte Fettsiuren Ungesattigte Fettsauren 
Ci¢ | Cis | C29 | Coe | Cys Cig | Cis | Coo | Cop 





Lyso- 
kephalin _ 
Colamin- 
Kephalin -- 3,7 2,4 | 34,2 








21 KE. Klenk u. H. Dohmen, diese Z. 299, 248 [1955]. 
22 Vgl. E. Klenk, 3. Coll. d. Ges. f. physiol. Chem. 1952, S. 27, Springer: 
Verlag; E. Klenk, Naturwissenschaften 40, 449 [1953]. 
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Vergleicht man in Tab. 1 das Fettsiuregemisch des Lysokephalins 
mit dem des Colamin-Kephalins, so fallt vor allem das vollige Fehlen der 
gesiittigten Fettsiuren beim Lysokephalin auf. Dieses ist ja durch Be- 
handlung mit Essigsiure aus dem Acetalphosphatid nach Abspaltung 
der Aldehyde entstanden. Die Fettsiuren des Lysokephalins sind also 
die des urspriinglichen Acetalphosphatides. Die erstmals von Klenk? 
in den Organphosphatiden aufgefundenen Fettsiuren der C,.-Reihe 
ergeben mit denen der C,9-Reihe zusammen fast 50% der Gesamt- 
fettsiuren der Acetalphosphatide. Die besonders reichlich in den 
Glycerinphosphatiden des Gehirns vorkommenden hochungesittigten 
Fettsiuren sind demnach in den Acetalphosphatiden angereichert, denn 
weder im Lecithin noch im Serin- oder Colamin-Kephalin des Gehirns 
sind bisher davon so groBe Mengen nachgewiesen worden. 

Ganz anders scheint die Zusammensetzung des Fettsiuregemisches 
des Colamin-Kephalins zu sein. Hier ergeben die gesittigten Fettsauren 
fast 50% (48,8%) der Gesamtfettsiiuren, was dafiir zu sprechen scheint, 
daB in diesem Phosphatid neben einer gesittigten eine ungesittigte 
Fettsiure im Molekiil vorhanden ist. Vergleicht man die Verteilung der 
Fettsiuren des Colamin-Kephalins nach Tab.1 mit den von Klenk 
und Béhm®” mitgeteilten Befunden, so scheinen sie in Widerspruch 
meinander zu stehen. Dort!*? wurden nur 22% der Gesamtfettsiuren 
in Form der gesattigten Fettsiuren gefunden. Dabei muB jedoch be- 
achtet werden, da Klenk und Béhm die Gesamtfettsiuren der 
Colamin-Kephalin-Fraktion untersuchten, nachdem sie die Dimethyl- 


 acetale, die aus den Acetalphosphatiden durch saure Spaltung ent- 


standen waren, abgetrennt hatten. Nachdem jetzt der Beweis erbracht 
ist, da& auch im Acetalphosphatidmolekiil noch eine Fettsiure ester- 
artig gebunden ist, werden die Befunde von Klenk und Béhm den 
vorstehenden ahnlich, wenn man beriicksichtigt, daB sich in ihrem 
Gemisch auch die Fettsiuren der Acetalphosphatide befanden. Auf 
Grund der Tatsache, daB das Verhialtnis von Acetalphosphatid : Colamin- 
Kephalin in der untersuchten Colamin-Kephalin-Fraktion des Gehirns 
2:1 ist, muBten 50% der Gesamtfettsiuren von Klenk und Béhm aus 
dem Acetalphosphatid stammen. 

Nicht ohne weiteres dagegen ist der von ihnen angegebene relativ 
hohe Prozentsatz an Palmitinsiure erklarbar, der durch vorliegende 
Befunde nicht bestitigt werden kann. Der Unterschied in den Ergeb- 
nissen kénnte jedoch zwei Ursachen haben: einmal wurden in der vor- 
liegenden Arbeit, um méglichst reine Phosphatide zu gewinnen, nach 
der Gegenstromverteilung des Substanzgemisches, aus dem durch Be- 
handlung mit Essigsiure die Aldehyde abgespalten worden waren, die 
Fraktionen am Ubergang der Trennung zwischen Lysokephalin und 


*% KE. Klenk, diese Z. 192, 217 [1930]; 200, 51 [1931]; 206, 25 [1932]; E. 
Klenk u. O. v. Schoenebeck, diese Z. 194, 191 [1931]; 209, 112 [1932]; E.Klenk 
een diese Z. 226, 213 [1934]; E. Klenk u. J. Dittmer, diese Z. 244, 

1936]. 
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Colamin-Kephalin verworfen (Abb. 4). Es ist méglich, daB sich in diese 
Fraktionen ein Colamin-Kephalin, in welchem Palmitinsaure als Fett. 
siurekomponente enthalten war, angereichert hatte. Denn dieses Phospha. 
tid wandert sicher langsamer als das, in welchem sich die Fettsiure; 
mit langeren Ketten befinden, weil es in der oberen Phase wahrschein. 
lich schwerer léslich ist als jene. Da aber gerade die genannten F'rak. 
tionen einen auBerordentlich geringen Teil des Gesamt-Phosphors ent. 
hielten, kann es sich nur um kleine Substanzmengen handeln, die den 
Unterschied in den Befunden wohl kaum verursachen kénnen. Auf der 
anderen Seite hatte man die sowohl von Klenk und Béhm als auch 
von mir untersuchte Colamin-Kephalin-Fraktion durch fraktionierte 
Fallung nach der Alkohol-Chloroform-Methode gewonnen. Es ist durch. 
aus denkbar, daB diese Art der Darstellung nicht unbedingt zu solchen 
Substanzen fiihrt, die eine gleichartige Zusammensetzung des Fettsiure. 
gemisches aufweisen. 

Bemerkenswert ist noch der Vergleich mit dem Fettsiuregemisch 
des Serin-Kephalins aus Gehirn, das ebenfalls von Klenk und Béhm" 
untersucht wurde (s. Tab. la). Hier findet sich eine auffallende Ahnlich. 
keit hinsichtlich der Zusammensetzung der Fettséuren dieser beiden 
Gehirnphosphatide, wodurch der Gedanke nahegelegt wird, dal da 
Colamin-Kephalin durch Decarboxylierung aus dem Serin-Kephalin 
leicht gebildet werden kann. 


Tab. la. Zusammensetzung der Fettsiuregemische des Serin-Kephalins!” uni 
Colamin-Kephalins aus Gehirn in % der Gesamtfettsaiuren. 





Gesattigte Fettsiuren Ungesattigte Fettsaiuren 
Cie | Cig | Coo Coo | Coa Cre | Crs | Coo | Cay 





Serin- 
Kephalin — — 7,1 5,4 
Colamin- 
Kephalin _ 3,7 2,4 | 34,2 8,9 5,7 








Beschreibung der Versuche 


I. Darstellung des Ausgangsmaterials 


10 kg Gehirn (Frischgewicht) wurden fein zermahlen und in Aceton ent- 
wissert. Nach drei Tagen erneuerte man das Aceton, nachdem das erste Ent 
wasserungsaceton abdekantiert wurde. Nach weiteren drei Tagen wurde der Ge: 
hirnbrei auf der Nutsche méglichst schnell scharf abgesaugt, im Soxhlet-Appara 
15mal kalt mit Aceton extrahiert, anschlieBend 12mal kalt mit Ather extrahier. 

Bei den bisher beschriebenen, wie auch bei allen folgenden Arbeiten wurde ein 
Oxydation der Substanz sehr sorgfaltig zu verhindern gesucht, indem das Arbeitei 
an der Luft soweit méglich (durch Aufblasen oder Einleiten von Stickstoff oder 
Kohlensaéure) vermieden wurde. 

Den Atherextrakt engte man auf etwa 15/ ein und zentrifugierte das bei 
Stehenlassen bei 4° ausgefallene Protagon ab. Die Atherlésung wurde dann bi 
auf etwa 7 / eingeengt, erneut das bei 4° ausgefallene Protagon durch Zentrifugierel 
abgetrennt, schlieBlich die auf 3141 eingeengte ather. Lésung durch Eingiebey 
in 151 Aceton gefallt. Nach dem Abzentrifugieren des ausgefallenen Phosphatide 
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wurde dieses in 21 Ather erneut gelist, wieder das bei 4° ausgefallene Ather- 
unlésliche abgetrennt, in Aceton gefallt und der Niederschlag abzentrifugiert. 
Acetonunlésliches: 940 g (Feuchtgewicht) Phosphatidfraktion. 

Um das Lecithin abzutrennen, wurde das acetonfeuchte Phosphatid in 
9800 ccm Ather gelést, in 7/ Athanol gefallt. Alkoholunldsliches: 560 g (Feucht- 
gewicht) Rohkephalin. Davon wurden 290g getrocknetes Rohkephalin nach 
Folch® getrennt. Als Ausgangssubstanz fiir die folgenden Versuche wurde nur 
die nach der Folchschen Methode gewonnene Frakt. 5 verwandt. Diese wurde 
gleich nach der Isolierung noch einmal in wenig Ather aufgenommen und in Aceton 
gefallt. Man erhielt ein hellgelb gefirbtes Phosphatid: 79g (Trockengewicht) 
Colamin-Kephalin-Fraktion. Zur Analyse wurde im Vak. iiber H,SO, getrocknet. 

7,260(5,990) mg Sbst.: 0,99(0,82) com /100-HCl, entspr. 0,139(0,115) mg N 
(Mikro-Kjeldahl)**. — 3,577(2,970) mg Sbst.: d = 1 cm, F = 0,1245, # = 1,010 
(0,825), entspr. 0,126(0,103) mg P (nach Teorell)**. — 3,867(7,151) mg Sbst.: 
0,97(1,58) com n/30-Na,S,0,, entspr. 0,496 (0,813) mg Glycerin (nach Blix)?*. — 
0,1 ccm (Verdiinnung 1: 5000), F = 62,5, H = 0,342 (Plasmalbestimmung* nach 
Feulgen)?’. — 0,5(0,5) com Hydrolysat, die 0,322 mg Gesamt-N enthielten: 
0,263 (0,258) com N, (22°, 763 Torr), entspr. 0,296(0,291) mg N. (nach van 
Slyke)*®. — 1,0(1,0) com Hydrolysat, die 0,644 Gesamt-N enthielten: 0,00 
(0,00) n/20 HCI, entspr. 0,00(0,00) mg N (nach Moubasher)*®. 


Tab. 2. Zusammensetzung der Colamin-Kephalin-Fraktion aus Gehirn 
(Rohprodukt). 





Plasmal | NH,-N d. | Aminosre.-N 
N % "S, | eS "% «| Gea N % |d. Ges. N% 


1,9/1,9 3,5/3,5 | 12,8/11,4 21,4 92,0/90,5 0,0/0,0 

















Um die Colamin-Kephalin-Fraktion noch von etwa vorhandenen Oxydations- 
produkten oder kleinen Beimengungen anderer Lipoide zu trernnen, wurde die nach 
Folch gewonnene Substanz durch Gegenstromverteilung gereinigt. Es stand dazu 
eine Apparatur nach Hecker® zur Verfiigung, die 36 Einzelelemente mit einem 
Fassungsvermégen von 50 ccm fiir die untere und 50 ccm fiir die obere Phase 
enthielt. Als Lésungsmittel diente, wie bei einer Verteilung des Lecithins aus 
Rinderherzmuskulatur?*, ein Gemisch von 2 Tin. Petrolaéther (Sdp. 60—80°) und 
1 Tl. 99-proz. Methanol. Durch fiinfmaliges Schiitteln wihrend 10 Min. waren die 
Phasen aquilibriert worden. Untere Phase: petrolitherhaltiges Methanol. Obere 
Phase: methanolhaltiger Petrolither. Die Methode der zweiphasigen Entnahme 
wurde so angewandt, daB 173 Verteilungsschritte gemacht wurden, indem 140 
obere Phasen iiber 33 untere gingen. Insgesamt verteilte man 60,0 g der Colamin- 
Kephalin-Fraktion in 13 verschiedenen Ansatzen (G,—G,;). Die Verteilungskurve 
eines solchen Ansatzes zeigt Abb. 1. 

Es erfolgte jeweils eine Trennung in eine plasmalarme (Abb. 1, Fr. 1—10) 
und eine plasmalreiche (Abb. 1, Fr. 10—33) Phosphatidfraktion. Die plasmal- 
arme Phosphatidfraktion enthielt in allen Verteilungen etwa 10%, alle unteren 
Phasen zusammen etwa 80% des Gesamtphosphors. 


* H. Roth u. F. Pregl, Quantitative org. Mikroanalyse, Springer, Wien 
1949, S. 106. 

* T. Teorell, Biochem. Z. 280, 1 [1931]. 

26 G. Blix, Mikrochim. Acta [Wien] 1, 75 [1937]. 

27 R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 287,90 [1951]; 
siche auch: E. Klenk u. H. Debuch, diese Z. 296, 181 [1954]. 

28 D. D. van Slyke, J. biol. Chemistry 88, 425 [1929]. 

29 R. Moubasher u. A. Sina, J. biol. Chemistry 180, 681 [1949]. 

30 EK. Hecker, Chemie-Ing.-Techn. 19538, 505. 

* Plasmal berechnet als Dimethylacetal. 
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Bei den Ansitzen von jeweils etwa 5 g Substanz enthielt die Apparatur fir 
diese Menge schon zu wenig Einzelelemente, d. h. zu wenige untere Phasen, denn 
von etwa dem 100. Verteil chritt an wurden kleine Substanzmengen mit in 
die obere Phase genommen. Um auch den Teil der Substanz zu gewinnen, der in 
den Fraktionen 34—70 enthalten war, wurden diese Fraktionen vereinigt, mit 
dem gleichen Volumen unterer Phase -ausgeschiittelt, diese abgetrennt unc mit 
der plasmalreichen Phosphatidfraktion vereinigt. 

Zur Gewinn der Phosphatide nach den Gegenstromverteilungen wurden 
die unteren Phasen der entsprechenden Fraktionen jeweils vereinigt, im Wasscrbad 
bei 40° das Lésungsmittel unter CO,-Strom im Vak. abdestilliert und das Phos. 
phatid aus den stark eingeengten Lésungen mit Aceton gefallt. Als Beispiel sei die 
Gegenstromverteilung von einem der Ansatze (G,, Abb. 1) noch genauer beschricben: 





v.Ges.P v.Ges.P Ges. 





=a ‘° 


Abb. 1. Verteilungskurve der 
Gegenstromverteilung (G,) der 
Colamin-Kephalin-Fraktion. 


Sf] ‘ 
yy, | mg Phosphor; 
Ad Plasmal. 
yr" | 


mg —— 


~NwWEUMNY 
HASHSRSRSD 





v.Ges.P 
60% __|_ 96% 
| 
4 
| 














| 
| 





























p20 B40, 60 70 
— Phase Fraktion —— 


4,4g Substanz der Colamin-Kephalin-Fraktion, die 2 Stdn. im Schwefelsiure. 
Exsiccator getrocknet waren, wurden in 50 ccm unterer Phase gelést und in 
Element 3 gegeben. Man lieB bei der Verteilung 2 obere Phasen vorweg laufen F 
und fiillte die Elemente 1 und 2 mit unterer Phase (Substanz befand sich erst in 
Element 3, damit eine bessere Aquilibrierung gegeben war). 

Wie die Verteilungskurve (Abb. 1) ergab, befand sich das plasmalarm ff 
Phosphatid in den Fraktionen 1—10: 0,5 g (etwa 11% der Ausgangssubstanz). Es 
diirfte sich hier wohl um ein Gemisch von oxydiertem Phosphatid (die ersten 
Fraktionen waren gelb gefarbt) bzw. partiellen Spaltprodukten von Phosphatiden 
gehandelt haben, denen noch kleine Mengen Cerebrosid beigemengt waren: braun 
gefarbte Substanz von schmieriger Beschaffenheit, welche eine positive Molisch- 
Reaktion gab. Zur Analyse w im Vak. iiber H,SO, getrocknet. 

3,719 (4,894) mg Sbst.: 0,52 (0,70) com n/100-HCI, entspr. 0,073 (0,098) mg N. 
— 7,051(3,257) mg Sbst.: d=1cem, F =0,121, EZ =1,635(0,778), entspr. 0,19 
(0,094) mg P. — 1,402(5,655) mg Sbst.: 0,33(1,15) com n/30-Na,S,0;, entapr. 
0,170 (0,588) mg Glycerin. — 0,1 ccm (Verdiinnung 1: 1000), F = 12,5, H =0,52. 

Gef.: 1,96 (2,00) % N; 2,81 (2,89) % P; 12,15(10,40) % Glycerin; 6,6% Plasmal. 

Die Fraktionen 11—33 wurden mit der durch Ausschiitteln der Fraktionen 
34—70 gewonnenen unteren Phase vereinigt. Die daraus isolierte Substanz (C, au 
G,: 3,5 g, etwa 80% der nach Folch dargestellten Colamin-Kephalin-Fraktion) 
bildete die Ausgangssubstanz fiir die weiteren Versuche (durch Gegenstrom- 
verteilung gereinigte Colamin-Kephalin-Fraktion). Um die Fettséiuren naher be- 
ra a zu kénnen, wurden gréBere Mengen dieser Substanz dargestellt (C, aus 
G,— 13): 

Hellgelb gefarbte Substanz von wachsartiger Beschaffenheit. Zur Analyse 
wurde im Vak. iiber H,SO, getrocknet. 

Praparat C,: 7,065(9,874) mg Sbst.: 0,87(1,21) cem n/100-HCl, entspr. 
0,122(0,170) mg N. — 4,320(3,080) mg Sbst.: d=1cm, F =0,1202, #=1,1% 
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(0,860), entepr. 0,144(0,104)mg P. — 7,981(6,579) mg Sbst.: 1,80(1,52) com 
n/30-Na8,03, entspr. 0,923 (0,778) mg Glycerin. — 0,1 ccm (Verdiinnung 1 : 5000), 
fF =62,5, # =0,367. 

Praparat C,: 4,784(4,635) mg Sbst.: 0,63(0,60) ccm n/100-HCl, entspr. 
0,088 (0,084) mg N. — 4,162(3,374) mg Sbst.:d = 1 cm, F = 0,122, H = 1,150(0,942), 
entspr. 0,140(0,115) mg P. — 6,421(3,447) mg Sbst.: 1,33(0,76) ccm n/30-Na,S,0,, 
entspr. 0,68 (0,39) mg Glycerin. — 0,1 ccm (Verdiinnung 1 ; 5000) F = 62,5, H= 0,319. 


Tab. 3. Zusammensetzung der gereinigten Colamin-Kephalin-Fraktion. 
| N % P% Glycerin % Plasmal % 


3,3/3,4 11,6/11,8 22,9 
3,4/3,4 10,6/11,3 19,9 

















Il. Abspaltung der Aldehyde aus dem Phosphatidgemisch und Tren- 
nung des gebildeten Lysokephalins vom Colamin-Kephalin durch 
Gegenstromverteilung 

Die so gewonnene, gereinigte Colamin-Kephalin-Fraktion wurde zur Ab- 
spaltung der Aldehyde in Ans&tzen von je etwa 5g 15 Stdn. mit dem dreifachen 
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Abb. 2. Verteilungskurve der Gegenstrom- 
verteilung (GS,) der gereinigten Colamin- ] oo, See 
Kephalin-Fraktion nach Abspaltung der 

Aldehyde mit Essigsaure. 


10 20 30 
mg Phosphor; mg Plasmal. Abb. 3. Fraktion —— 
Abb. 3. Verteilungskurve der Wiederholung der Gegenstromverteilung (GS,) der 
gereinigten Colamin-Kephalin-Fraktion nach Abspaltung der Aldehyde mit 
Essigsaure. 
~ mg Phosphor; mg Plasmal. 























Volumen 90—95-proz. Essigsiure bei 37° stehengelassen und nach dem Abkiihlen 
im Gegenstromverteilungsapparat erneut verteilt. Die Fraktionierung erfolgte 
wieder in der oben beschriebenen Weise, nur daB man jetzt die phosphatidhaltige, 
essigsaure Lésung mit unterer Phase auf 50 ccm auffiillte und diese Liésung in 
Element 3 gab. Insgesamt wurden 31,8g der gereinigten Colamin-Kephalin- 
Fraktion in 7 Ansatzen verteilt (GS,—GS,). Abb. 2 zeigt wieder die Verteilungs- 
kurve von einem dieser Ansitze (GS,). 

Wie daraus ersichtlich, erfolgte wieder eine Trennung in zwei verschiedene 
Phosphatidfraktionen (Fr. 1—12 bzw. 13—33), die nun beide praktisch plasmalfrei 
waren. In den Fraktionen 1—33 befanden sich 100%, in den Fraktionen 1— 12 etwa 
70% des Gesamtphosphors der Ausgangssubstanz. 
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Aus den vereinigten Fraktionen 1—11 wurde ein Lysokephalinprajarat |, (1. 
yewonnen, das sich nicht ganz analysenrein darstellen lieB. Wahrscheinlich ware, ent 
ihm noch kleinere Mengen von Esterkephalin beigemengt. Deshalb wurde ein F- 
zweiter Ansatz (GS,) auf diesclbe Weise mit Saiure behandelt und verteilt (Abb.3) 0,1 
jetzt aber nur die Fraktionen 2—8 zur Darstellung des Lysokephalinprap: cates |. ent 
verwandt. * Na, 

Zur Darstellung gréBerer Substanzmengen wurden schlieBlich 24,2 g¢ dy) F 
gereinigten Colamin- Ke »phalin-Fraktion nach Saéurebehandlung in GS;—CS, ver | (Jo 
teilt. Auch von diesen Gegenstromverteilungen lie8 man die letzten Fraktiony, & 
des absteigenden Astes der Verteilungskurven (Abb. 4), die alle bei den Fraktion, ~ 0,1: 
9—11 ein Minimum aufwiesen, zur Darstellung des Lysokephalins weg. da sie) 0,1) 
méglicherweise noch mit dem Esterkephalin verunreinigt waren. 0.6) 

6 fu: 
| ] e 0.0 
a 54 | een > Al 
S 653—_\| Abb. 4. Verteilungskurven der 
& y | . Gegenstromverteilungen — der _ 
GS5 gereinigten Colamin-Kephalin. cs 
3 ‘\ Fraktion nach Saurcbehand. 
6S6—_| lung (GS,—GS,) 
2 - parton Aufgezeichnet ist nur jeweil | 
657 —_|"»., Ws ieee ba das Minimum des Phosphor. — 
14 gehaltes zwischen den Frak. 
tionen 7 und 13. j 
TI . Y , Y | 
EZ a a ae oe me 
Fraktion —— 

Das Lysokephalin wurde jeweils aus den Fraktionen 2—8 gewonnen, dis 
Colamin-Kephalin aus den Fraktionen 13—33. 

Ill. Das Lysokephalin ‘ i 
= ‘ » Ran 
a) Eigenschaften und Analysen Was 

Gelb gefirbte, hygroskopische Substanz, dic in Wasser unter leichtem Er- alko 
wirmen léslich und sehr oberflichenaktiv ist. fe im | 

Es wurden insgesamt 4 verschiedene Lysokephalinpraparate gewonnen, dere! vor 
Aufarbeitungen Tab. 4 zeigt. von 

Tab. 4. Ubersicht iiber die verschiedenen Aufarbeitungen des Lysokephalins. Pvri 
Nied 
| Menge der Menge des gewonnenen 64° 

‘ . -, - . 0 

Gegen- Ausgangs- Lysokephalin- Lysokephalins 

strom- substanz, se 

, SUNSLANZ oraépar, sn 9 ge 
verteilung oo ; Mo der Au 
in g in g gucci N. 
] {),O8( 
GS, 3,3 Ly 1,2 36,3 0,858 
GS, 4,9 * 1.6 32,6 
GS,—GS, 24,2 L, und L,* 9,5 39,1 
* Beim Fiillen der cingeengten Lésung aus den jeweils vereinigten Fraktionen 2 8 bie! (nal 
relativ viel Substanz in Aceton gelést. Man erhielt 5,5 g acetonunlésliches Lysokephalin (Pr | ¢ 
parat L,) und 4,0 g eines acetonléslichen Lysokephalins (Priiparat L,). ; a 
7 ASU 
Zur Analyse wurde im Vak. iiber H,SO, getrocknet. ; — 


Praparat L,: 4,985(4, 480) mg Sbst.: 0,80(0,72) cem n/100-HCI, entsp! 
0,112(0,101) mg N. 3,103 (3,512) mg Sbst.: d=1lem, F =0,1235, # = 1,00 matte 
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(1,510), entspr. 0,161(0,187) mg P. — 2,938 mg Sbst.: 1,28 cem x 30-Na 8,03, 
entspr. 0,632 mg Glycerin, — 0,1 com (Verdiinnung 1: 100) F = 1,25, EB = 0,314. 


Praparat Ly: 4,963 (4,666) mg Sbst.: 0,98(0,93) com n/100-HCI, entspr. 
0,137 (0,130) mg N. — 3,797 (2,331) mg Sbst.:d = 1 em, F = 0,127, FE = 1,690 (1,082), 


entspr. 0,215(0,138) mg P. — 1,757(2,422) mg Sbst.: 0,588(0,835) eem 7/30- 
Na,S,0,, cntspr. 0,302 (0,428) mg Glycerin. O.lcem (Verdiinnung 1: 100) 


F-1,25, / - 0,252. — 11,898(29,878) mg Sbst.: 0,96 (2,35) com m/10-Bromlésung 
(Jodzahlbestimmung nach Rosenmund und Kuhnhenn*), 
Praparat L,: 5,585(8,992) mg Sbst.: 1,01(1,62) cem /100-HCI, entspr. 


0,142 (0,226) mg N. 2,207 mg Sbst.: d=1l cm, F =0,123, E = 0,936, entspr. 
116mg P. — 4,007(3,680) mg Sbst.: 1,20(1,13) com 7/30-Na,8,0,, entspr. 
(,.617(0,582) mg Glycerin. — 0,1 ccm (Verdiinnung 1: 300) F = 3,75, EB — 0,284. 


Priparat Ly: 2,492 mg Sbst.: 0,44 cem n/100-HCI, entspr. 0,062 mg N. 
1,130(1,152) mg Sbst.: d=1l em, F=0,123, E =0,486(0,498). entspr. 0,060 
(0,062) mg P. 2,756 (3,443) mg Sbst.: 0,908(1,088) cem 7/30-Na,S,0,, entspr. 
0,467(0,558) mg Glycerin. — 0,1 cem (Verdiinnung 1: 70), F = 0,875, EB - 0,222. 


Tab. 5. Zusammensetzung des Lysokephalins. 


























Fettsaure- 
NS po Glycerin %, | Plasmal °,, | methylester 
a 2.3/2.3 5,2/5,3 21.6 04 
L,* 2,8/2.8 5,7/5,9 17,2/17,7 0.3 57 
Ls 2,5/2,5 5,2 15,4/15,8 1.0 58 
Ia, 2,5 5,3/5.3 16,9/16,2 0,2 52 


* Die Substanz hatte eine Jodzahl von 102,2/99,5. 


b) Das hydrierte Lysokephalin 

1.15 ¢ der Substanz L, wurden in etwa 150 ccm trockenem Alkohol gelést, 
nach Zugabe einiger Tropfen einer verdiinnten alkohol. Platinchloridlésung und 
Raney-Nickel als Katalysator im magnetischen Riibrautoklaven unter einem 
Wasserstoffdruck von 100 at durch 2stdg. Erhitzen auf 80° hydriert. Die heibe 
alkoholische Lésung wurde nach der Hydrierung vom Katalysator abfiltriert und 
im Vak. bis fast zur Trockne eingeengt, der Riickstand in Aceton suspendiert, 
vom Aceton abfiltriert und getrocknet. Man erhielt 0.9 g des Hydrierungsproduktes 
von L, (Ausb. 78%). 

0,7 ¢ dieses Hydrierungsproduktes léste man in der 10-fachen Menge heiBen 
Pyridins und saugte nach 3- bis 4stdg. Aufbewahren bei Zimmertemperatur den 
Niederschlag ab, der einige Male mit Aceton nachgewaschen wurde: 0,6 g (Aush. 
(4°, des Ausgangsmaterials vor der Hydrierung). 

Zur Analyse wurde im Vak. iiber H,SO, getrocknet. 

3,587 (3.042) mg Sbst.: 0,67(0,57) ecm /100-HCI, entspr. 0,094 (0,080) mg 
NX. — 1,396(1,845) mg Sbst.: d=l em, F=0,075, B= 1,077(1,405), entspr. 
0,080(0,105) mg P. — 5,380(5,012) mg Sbst.: 1,67 (1,63) cem /30-Na,8,0, entspr. 
1,858 (0,840) mg Glycerin. 

Gef.: 2,61 (2,62) ° N; 5,76(5,69)% P; 15,90(16,70)°%, Glycerin. 


Da das Praparat L, auch nach der Hydrierung keine zufriedenstellenden 
Analysenwerte ergab, wurden 0,9 g des Lysokephalins L, wie oben im Riihr- 
autoklaven hydriert. Nachdem der Katalysator von der warmen alkoholischen 
Lisung abfiltriert war, versuchte man auf folgende Weise eine Fraktionierung des 





; 3K. W. Rosenmund u. W. Kuhnhenn, Z. Unters. Nahrungs- u. Genub- 
mittel 46, 154 [1923]. 
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Lysokephalins zu erreichen: Die alkoholische Lésung wurde etwa 5 Stdi:_ bei ( 


stehengelassen. Dabei fiel ein feiner weiBer, flockiger Niederschlag aus, der jy | 
Aceton suspendiert, abgesaugt und getrocknet wurde: (0,26 g Praparat 1 ,..). Dic | 


alkoholische Lésung wurde dann im Vak. stark eingeengt, der Riicks:and j 
Aceton gefallt, der Niederschlag abgesaugt und getrocknet: (0,25 g Praparit Ly, 

Durch Auskochen des Katalysators mit einem Benzol-Methanol-(.émige) 
1: 1 erhielt man 0,2 g eines gelb gefarbten Praparates (Gesamtausbeute tach dey 
Hydrierung: 79°, des Ausgangsmaterials). 

Sowohl Praparat L,, als auch Praparat L., wurden aus hei®em Pyritin un. 
kristallisiert und analysiert. 

Die rein weiBe, hygroskopische Substanz ist in Wasser bei leichtem Ey warmer 
klar léslich. Die waBrige Lésung schiumt beim Schiitteln stark. 

Zur Analyse wurde im Vak. tiber H,SO, getrocknet. 


Praparat L,,: 5,242 mg Sbst.*: 11,180 mg CO,; 4,890 mg H,0. 1,1 
(2,038) mg Sbst.: 0,20(0,38) cem 7»/100-HCl, entspr. 0,028(0,053) mg N, - 
1,323(1,194) mg Sbst.: d=1lem, F=0,125, HL =0,601(0,552), entspr. 0,075 
(0,069) mg P. — 3,668(3,677) mg Sbst.: 1,123(1,175) cem n/30-Na,8,0, entspr. 
0,578 (0,607) mg Glycerin. 

Praparat L,): 5,082 mg Sbst.*: 10,470 mg CO,; 4,640 mg H,O. 2,451 
(2,138) mg Sbst.: 0,51 (0,45) cem »/100-HCI, entspr. 0,071 (0,063) mg N. -- 0,89 
(0,900) mg Sbst.: d=1l em, F =0,126, EF = 0,427(0,440), entspr. 0,054 (0,055) mg 
P. — 2,025(3,200) mg Sbst.: 0,77 (1,22) cem n/30-Na,8,0,, entspr. 0,397 (0,627) m 
Glycerin. 

* Die Substanzen wurden im Hochvak. bei 50— 60° getrocknet. 


A 


Auf Grund der Analysenergebnisse und der verschiedenen Léslichkeit der 
Praparate ist anzunehmen, daB die Praparate L,, und L,), die Fettsaéuren in u.- 
gleicher Verteilung enthielten, und zwar diirften in dem Praparat L,, die hoheren 


Homologen (Cy 9- und (.-Sauren) starker angereichert sein, wahrend sich in den | 


Praparat L,, vorwiegend die C,,-Saure vorfindet. 


Tab. 6. Zusammensetzung des hydrierten Lysokephalins. 





oO F 9 
" ettsauren: 
°C] oH] ON] o% Plo Glye.| ” 
/O oO 0 i) /o *4) methylester 























(43H,,0,NP(481,60)* — ber.| 57,36} 10,05 | 2,91 | 6,43] 19,12 58,6 
(,3H5.0,NP(509,65) ** —ber.| 58,91 | 10,29] 2,75 | 6,08] 18,07 60,9 
(47H;,0,NP(537,71) *** ber. 60,87 | 10,50 | 2,61 | 5,75| 17,11 63.0 
Praparat L,,tt gef.| 58,2 | 10,4 | 2,6 15,7 | 16,0 |) -nnyees 
Praparat Ltt gef.| 56,2 110.2 | 2,9 161 | 196 |f °° 


* Lysokephalin mit Stearinsiiure als Fettsiurekomponente. 

** Lysokephalin mit Arachinsiure als Fettsiurekomponente. 

*** Lysokephalin mit Behensiure als Fettsiurekomponente. 

**** Zur Bestimmung der Fettsiuren wurde das nicht hydrierte Produkt genommen. 

tt Die Substanzen wurden wegen des Phosphorgehaltes mit Bleichromat vermischt verbraun' 


c) Hamolyseversuche mit Lysokephalin 


Bei Ansatzen von 0,5 cem der Phosphatidlésung (Substanz gelést in physiolo- | 


I 


gischer Kochsalzlosung unter lJeichtem Erwarmen), 0,5 ccm Phosphatpuffer 
(px 7,05) und 0,5 cem einer 1-proz. Aufschwemmung von Hiihnerblutkérperchen. 
30 Min. langem Stehenlassen bei 37° und Aufbewahren tiber Nacht im Kiihlschrank 
gaben 24 y noch eine deutliche Hamolyse. Um auszuschlieBen, daB diese dure 
evtl. vorhandene Olsiure bewirkt wurde, deren Natriumsalz auch hamolytisch 
Eigenschaften besitzen soll, wurde zum Vergleich eine Versuchsreihe mit dev 
hydrierten Lysokephalinpriparat durchgefiihrt. Die Versuchsbedingungen wart! 
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die gleichen, nur die Blutkérperchenaufschwemmung war jetzt aus frischem 
menschlichem Blut hergestellt worden. 13 y des hydrierten Lysokephalins gaben 
noch eine deutliche Hamolyse. Als Vergleich setzte man eine Versuchsreihe mit 
vinem aus Rinderherzmuskel gewonnenen Lysolecithin an. (Dieses wirkte ebenso 
himolvtisch wie ein aus Eigelblecithin durch Einwirkung von Lecithinase A | aus 
Bienengift | hergestelltes Lysolecithin.) Das Lysolecithinpraparat wirkte nur cine 
Verdiinnunysstufe weiter, d. h. 6,57 hamolysierten noch. 


d) Spaltprodukte des Lysokephalins 


1. Der stickstoffhaltige Baustein 


Zur papierchromatographischen Untersuchung der wasserléslichen Spalt 
produkte wurde die methanol. Salzsaure, aus der nach der Spaltung von 52.4 mg 


Lysokephalin die Fettséureester durch Ausschiitteln mit Petrolather entfernt 
worden waren, mit dem Waschwasser der petrolatherischen Lésung vercinigt. In 


| Front Front 
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O 0) 


Start 








| 
me Start . 
1 2 f 2 3 
Col.lest Subst Serlest Col Test Subst Ser Test 
Abb. 5. Abb. 6. 


Abb. 5. 1.0.02 cem einer 0,15-proz. Lésung von Colamin in dest. Wasser: pu. 
2. 0,02 cem der etwa 0,15-proz. Substanzlésung (salzsauer); pH 5. 3. 0.01 com 
einer 0,15-proz. Lésung von Serin in dest. Wasser; pH 5. 

Abb. 6. 1. 0,02 cem einer 0,15-proz. Lésung von Colamin in verd. Sa’zsaure: pH. 
20,02 cem der etwa 0,15-proz. Substanzlésung (salzsauer); py 5. 3. 0.01 cem einer 

0,15-proz. Lésung von Serin in verd. Salzsaure; pH 5. 


Abb.5 und 6. Papierchromatogramme der wasserléslichen Spaltprodukte des 
Lysokephalins. Laufzeit: 15 Stdn.; Papier: Schleicher & Schiill 2043b; aufstei- 
gende Chromatographie in wassergesaéttigtem Phenol. Farbung mit Ninhydrin®*. 


einer Schale dampfte man auf dem Wasserbad die Fliissigkeit ab und nahm den 
tiickstand zur Entfernung des gr6Bten Teiles der Salzsiure mehrere Male in Wasser 
auf, dampfte dieses wieder ab usw. SchlieBlich loste man den Riickstand in 5 ccm 
Wasser, so daB man cine etwa 0,15-proz. waBrige Lésung von Colamin hatte. 

Wie sich bei fritheren Chromatogrammen gezeigt hatte, ist die Laufgeschwin- 
digkeit des freien Colamins anders als dic seiner Hydrochloridverbindung. Es 


2 PD. Amelung u. P. Bohm, diese Z. 298, 199 [1954]. 
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miissen deshalb die Testlésungen von Colamin und Serin, die man in der leichey | 


Konzentration hersteilt, mit Salzsiure auf denselben py-Wert gebracht werde 
wie die Substanzlésung (vgl. Abb. 5 und 6). 


In einem zweiten Chromatogramm der gleichen Substanzlésung konnic Cholli 


nicht nachgewiesen werden. 
2. Die Fettsiuren . 
52,4 mg des Priparates L, wurden mit 5 ccm 4-proz. methanol. Salzsaur 
2 Stdn. unter RiickfluB gespalten. In der iiblichen Weise isolierte man Cie Fet; 
siuremethylester: 30 mg entspr.: 57°, der Ausgangssubstanz (Tab. 6). ./odzah| 
157,0/155,2; 5,093 (4,663) mg Sbst.: 0,63 (0,57) cem 7/10-Brom. 


Da die Ester beim Aufbewahren bei 0° leicht fliissig blieben, schies es, ak 


seien in diesem Gemisch keine gesattigten Fettséuren enthalten. Deshalb wurd 


18,0 mg davon in etwa 4 ccm Eisessig gelést, mit 0,5 cem Methylacetat versety 
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aie 100 ———— 4 Abb. 7. UV-Spektrum der isomer. 
is * | oo | ft __| sierten Gesamtfettsauren aus der 
| Lysokephalin (Praparai L,). 
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aaa 
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und etwa 10 Min. bei —5° ozonisiert. AnschlieBend wurde diese Losung init Kis 
essig in einSchliffkélbchen iibergefiihrt und, mit 1 com H,O, versetzt, im W asserbai 


bei 37° 72 Stdn. stehengelassen. Nach kurzem Aufkochen wurde der Eisessig in 
Vak. bei 40° im Wasserbad abgedampft. Der Riickstand wurde mit Wasser unte 
RiickfluB 15 Min. gekocht, anschlieBend mit Wasserdampf destilliert, der Rick 
stand mit Petrolather ausgeschiittelt, dieser getrocknet und abdestilliert. Ks bli 
praktisch kein Riickstand, d.h. es konnten keine gesattigten Fettsauren au! 
gefunden werden. 

5.5¢ des Praparates L, wurden in 100 ccm 3-proz. methanol. Salzsaur 
2 Stdn. unter Riickflu8 gespalten, die Fettsiuremethylester mit Petrolithe 
wiederholt ausgeschiittelt, die petrolatherische Losung mit Wasser neutral ge. 
waschen, getrocknet, abdestilliert: 3,2 g Ester (58°, des Phosphatides). Jodzal 
145 (145); 5,341 (4,895) mg Sbst.: 0,61 (0,56) /10-Brom. 














200 . 
1%150 4 | eo 
Elie Abb. 8. UV-Spektrum der isomer 
1007+ a = sierten Gesamtfettsauren aus det 
50: Lysokephalin (Praparat L,) 
(vgl. Abb. 7). 
220 © 250 300 550 400 


Le ate 


Ebenso wurden 3,3 g des Priparates L, gespalten. Isolierte Fettsiuremet lhylester 
1,7 g (52% des Ausgangsmatecrials). Jodzah] 167,9(167,2); 2,570(2,730) mg Sbst 
0,34 (0,36) eem n/10-Brom. 

Von den Gesamtfettsiuren der Praparate L, und Ly wurden nach Isomer 
sation die UV-Spektren aufgenommen. Die Ausfiihrung der Bestimmung erfolg' 
in Anlehnung an eine Methode von Holman und Burr**, 1 mg Substanz 1 
0,5 com 23-proz. KOH-Glykol, 8 Min. bei 180°*4, 

33 R. T. Holman’*a. G. O. Burr, Arch. Biochemistry 19, 474 [1948]. 
4 Naheres siehe E. Klenk u. F. Lindlar, diese_Z. 299, 74 [1954]. 
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(1956 
: Die Absorptionsmaxima bei bestimmten Wellenlangen geben das Vorhanden- 
lichen | sein von cutsprechenden Polyensauren an; z. B. bei 233— 236 my Dien, 268— 269 
Werder und 278) 280 my Trien, bei 300—301 und 314— 315 my Tetraen, 345— 347 my 
' Pentaen, 373—374 my Hexaen. Obwoh] die aufgezeichneten Kurven bei allen 
Choli angegebenen Wellenlangen Absorptionsmaxima zeigen, ist damit nicht das Vor- 
handensein von Dienen bis Hexaenen bewiesen, denn Hexaene geben z. B. gleich- 
4 zeitig bei allen anderen charakteristischen Wellenlangen ebenfalls ein Maximum 
lzsaur an Absorption. Da die Isomerisation niemals quantitativ verlauft, d. h. bei der 


» Fett [somerisation z. B. von reinen Tetraenen bestimmte Mengen an konjugierten 
Trienen und Dienen gebildet werden, miissen also auch an den jeweiligen charak- 














— teristischen Wellenlangen Maxima beobachtet werden. 
es, ak Uber das Mengenverhaltnis der einzelnen Polvene lassen sich auf Grund des 
vende gemessenen U V-Spektrums keine exakten Angaben machen, man kann nur die 
ersetz! z. B. von reinen Di- oder Tetra- oder Hexaensiuren erhaltenen Absorptionskurven 
vergleichen. Dann kann man aus der Hohe der Extinktionen bei den verschiedenen 
Wellenlingen gewisse Riickschliisse auf das Vorkommen und die Verteilung der 
einzelnen Polyene ziehen. 
omeri- Wie aus den Abb. 7 und 8 ersichtlich, ist die Zusammensetzung des Fett- 
is dev siuregemisches aus den beiden Praparaten L, und L, nahezu dieselbe. Das Spektrum 
Ly). zeigt das \ orhandensein von Tetraen- neben Hexaensauren an. Dien-, Trien- und 
Pentaensiuren sind dagegen nur in kleinen Mengen vorhanden. 
Es wurden nur die Fettsiuren des Praparates L, weiter verarbeitet. Die 
3,2 g Fettsiuremethylester wurden mit der 30fachen Menge n/2 methanol. Natron 
oe lauge 1 Stde. unter RiickfluB verseift, das Unverseifbare in Petrolather aufge 
it Bis nommen, dieser getrocknet tiber Natriumsulfat, abdestilliert: 0.1 g (das so ge- 
serbai wonnene Unverseifbare hatte cinen Plasmalgehalt von nur 6%). Die Fettsauren 
se setzte man durch Ansauern der Seifen in Freiheit, schiittelte sie mit Ather wieder- 
ae holt aus. Nachdem die ather. Lésung mit Wasser neutral gewaschen und _ tiber 
Rick Natriumsulfat getrocknet war, wurde der Ather abdestilliert: freie Fettsauren: 
: blie 2,9g. Diese léste man in der 10- bis 15fachen Menge Aceton und fraktionierte sie 
ae durch Tiefkihlkristallisation®. Nachdem bei —20° keine gesattigten Fettsauren 
: auskristallisiert waren, wurde die Lésung auf —70° gekiihlt und der Niederschlay 
za nach 3stdg. Stehenlassen abgesaugt. Bei --70° kristallisierter Anteil: Fraktion der 
dither schwachungesattigten Fettsauren: 1,9 g. Jodzahl 89,1(90,2) ; 7.694 (4,780) my Sbst.: 
ral gr 0,54(0,34) eem 7/10 Brom. 
odzal Bei —70° in Aceton geloster Anteil: Fraktion der hochungesattigten Fett 
sauren: 1,0 g¢. Jodzahl: 242,0(239.5); 7,023(5,821) mg Sbst.: 1.34(1.10) cem 7/10 
Brom (sieche Tab. 7). 
oniies Tab. 7. Ubersicht iiber die durch Tiefkiihlkristallisation gewonnenen Fettsaure 
—s fraktionen des Lysokephalins. 
I,) Menge der Fettsauren 
— in *0 der 
a Gesamtfettsaureu 
Gesittigte Fettsiuren . ........ 0,00 0,0 
Jester Schwachungesattigte Fettsauren . . . . 1,90 65,5 
Shst Hochungesittigte Fettsiuren . . . . . . 1,00 34,5 
omer eee ; on ee 
rfole! x) Fraktion der schwachungesattigten Fettsauren 
ANZ Um noch einmal zu priifen, ob nicht doch gesattigte Fettsiuren in dieser 


Fraktion vorhanden waren, wurden 1,9 g erneut auf die beschriebene Weise auf 
20° abgekiihlt, 5 Stdn. stehengelassen. Es bildete sich kein abzutrennender 


*° Naheres siehe E. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 291, 104 [1952]. 
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Niederschlag. Nach Abdestillieren des Acetons und Trocknen wurde nech der 
Isomerisation wie angegeben das UV-Spektrum aufgenommen. Die Durc ilassig. | 
keiten lagen bei den Wellenlingen von 220—400 my praktisch gleichma ig un 
100°, so daB Polyensiuren nicht vorhanden waren. 

1,7 g der schwachungesattigten Fettsiuren wurden zunachst wieder uf dig 
iibliche Weise in die Methylester tibergefiihrt, in Petrolather aufgenomm in und 
daraus isoliert. Die Ester loste man in Alkohol und hydrierte sie (Hydrierwig:'be; 
normalem Druck unter leichtem Erwarmen mit Raney -Nickel als Kata vsator, 
2 Stdn. in Wasserstoffatmosphare). Nach Abtrennen des Katalysators liefion sich 
1,5 g hydrierte Methylester isolieren. Es hatte sich bei dieser Fraktion \or de 
Hydrierung um reine Olsdure handeln kénnen, die ja nach der Hydrier:ng ak 
Stearinsaure vorlag. Um dies zu priifen, wurden 0,1 g der Ester auf die ‘iblich 
Weise in die freien Fettsauren tibergefiihrt : 0,095 g; Schmp. 62°, Aquiv.-Gew. 300, 

Es handelte sich demnach um ein Séuregemisch, das nun naher charak crisiert 
werden muBte. 

Da die vorhandene Menge zu klein war, um damit eine fraktionierte Hoch. 
vakuumdestillation mit einer Kolonne durchzufiihren, die noch eine gute Tren. 
wirkung hatte, d. h. mindestens 40 em hoch war, muBte nach einem gecignete: 
Schlepper gesucht werden. Dabei fand sich, daB ein Mineral6l (Kohlenwasserstoff 
,.Essobayol Nr. 16°** in etwa demselben Bereich siedete wie das Fettsaureg«misch P 
Deshalb wurden 80g davon verseift, um eventuelle Séuren zu entfernen. Das 
Unverseifbare schiittelte man mit Petrolather aus und isolierte daraus ein Kohlen. 
wasserstoffgemisch, das vorfraktioniert wurde. Man trennte es in 3 Fraktionen 
von denen die erste im Vak. von 10-4 Torr bis 100°, die zweite von 100— 1:30" uni 
die dritte iiber 130° siedete. 

Fiir die Fettsauredestillation stellte man ein Gemisch dieses Mincraliles 
zusammen, das gleiche Mengen, d. h etwa 10 g, jeder Fraktion enthielt. Etwa 30, 


























Schlepper wurden mit 1,2 g des hydrierten Fettsiuregemisches vereinigt und in A 
Hochvak. bei 10-4 Torr mit Hilfe einer verspiegelten Kolonne, die mit Drahtnetz- m 
sitteln aus V2A-Stahl gefiillt war, fraktioniert destilliert. Das Destillat wurde i: F 
5 Fraktionen zu je 5—6 g mit Siedepunkten zwischen 103 und 146° aufgefangen. 
Wegen der groBen Mengen des Kohlenwasserstoffes, die den einzelnen Frak- 
tionen im Verhaltnis zu den destillierten Fettsiuremethylestern beigemengt waren, 
gelang die Isolierung der reinen Fettséuren erst nach zweimatigem Verseifen; d.h 
jede Fraktion wurde auf die iibliche Weise getrennt verseift, das Mineralol ak 
Unverseifbares in Petrolither aufgenommen, daraus die Seifen durch wiederholte 
Ausschiitteln mit Methanol-Wasser herausgewaschen, aus den Seifen die Fett 
sauren in Freiheit gesetzt, sie in Ather aufgenommen und isoliert. Da dic so iso 
lierten Fettsiuren noch durch kleine Reste Kohlenwasserstoff verunreinigt ware). 
Tab. 8. Fraktionierte Destillation der hydrierten Fettsiuremethylester der Fraktio ’ 
der schwachungesattigten Fettsiuren aus dem Lysokephalin. rs 
dit 
Fraktion Freie Saéuren oat 
gar 
Nr.| Menge mit | Menge} Aiguiv:- aus Aceton umkrist. Wa 
Schlepper in Schmp. : a i. . Ox: 
in g g a Schmp. Aquiv.-Gew. wie 
Ans 
l |’ 5,50 0,51 66,0° 285,3 68,5° 284,8 kon 
2. 5,95 0,35 | 64,0—65,0° 296,5 65,5° 292,0 an 
3. 6,19 0,13 | 64,5—65,5° 301,4 68,5° 304,2 schi 
4. 5,17 0,03 | 64,5—66,0° 322,8 67,0° 323.4 
3. 4,33 0,05 64,0° 328,3 70,0° 337,3 auf 
6.* 4,27 0,9 
sch 


* Fraktion 6 war Destillationsriickstand, fettsiurefrei. 


* Es wurde mir freundlicherweise von der Firma Esso in Hamburg iiberlassey 
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wurden sic cin zweites Mal verseift, die SeifenlOsung im Vak. bis fast zur Trockne 
eingeengt : die Seifen wurden dann in Petrolather suspendiert und abfiltriert (dieser 
Vorgang wurde dreimal wiederholt), aus den Seifen die Fettsiuren in Freiheit 
yesetzt und isoliert. Nachdem die Schmelzpunkte und Aquivalentgewichte be- 
stimmt waren, wurden die einzelnen Fraktionen aus Aceton umkristallisiert und 
erneut die Schmelzpunkte und Aquivalentgewichte bestimmt (Tab. 8 und 9). 


Tab. 9. Zusammensetzung der Fraktion der schwachungesattigten Fettséuren aus 
dem Lysokephalin. 





Menge der Fettséuren in mg 
2 





| 1 | | 3 | . 4 5 | Summe | oy 
oF 510.0 251,2 36,6 797.8 74.6 
Cro 98,8 | 93.4 | 17.8 5,5 215.5 20,1 
& | 12,2 44.5 56,7 | 5,3 


P) Die hochungesattigten Fettsiuren 
Zunichst wurde wie bereits beschrieben das UV-Spektrum nach Jsomerisation 
] 
aufgenommen (Abb. 9). 





| 400 a 
791% 3504 
& ‘cm 

500 


Abb. 9. UV-Spektrum der iso- 250 

merisierten hochungesattigten 2004 

Fettsiuren aus dem _ Lyso- 
kephalin. 150 











Wie aus der Isomerisationskurve ersichtlich, waren nebeneinander Hexaene 
Pentaene, Tetraene, Triene und vielleicht auch Diene vorhanden. Die Tetraene 
diirften jedoch den Hauptanteil bilden. Eine nahere Charakterisierung der Fett- 
sauren sollte nach der Hydrierung vorgenommen werden. Obwohl bei allen Vor- 
gangen, wie bereits erwahnt, sehr schonend mit der Substanz gearbeitet wurde. 
war ein Teil der hochungesattigten Fettséuren oxydiert. Zur Entfernung dieser 
Oxydations- bzw. Polymerisationsprodukte muBten die freien Fettsiuren zunachst 
wieder in die Methylester tibergefiihrt werden, was auf die iibliche Weise erfolgte. 
AnschlieBend wurden die Ester destilliert. Um méglichst schonend vorgehen zu 
kénnen und méglichst wenig Verlust zu haben. destillierte man im Hochvakuum 
an einen Kiihlfinger, an den eine kleine Auffangschale fiir das Destillat ange- 
schmolzen war (Abb. 10). 

Dadurch war der Weg, den die zu destillierenden Ester zuriicklegen muBten. 
auf ein Minimum reduziert. Von 0,95 g Estergemisch vor der Destillation wurden 
,9g als leicht gelblich gefarbte Flissigkeit zuriickgewonnen, die man gleich an- 
schlieBend bei normalem Druck. wie bereits beschrieben, hydrierte. 

Auch von dieser Fraktion wurden nun 0,85g der hydrierten Fettsauremethy]- 
ester mit Schlepper destilliert. Dabei ging man in analoger Weise vor, wie fiir die 








I2s 


























Kohlenwasserstoffgemisch hergestellt, 
gleichen Apparatur destilliert. 
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. 
Fraktion der schwachungesattigten Fettsiuren beschrieben, Es wurde ein leiche | 
mit den 0,85 g Estern gemischt unc in de 


Abb. 10. DestillationsgefaB fiir die Destil- 
lation von kleinen Substanzmengen (nach 
Art einer Molekulardestillation). K Kihl- 
finger, Sch Schliff, S Saugrohr, @ 35 mm; 


Gesamtlange 22 cm, A Auffangschale fiir 
das Destillat. 


Man fraktionierte das Destillat in acht Fraktionen. 
die gleiche Weise, wie oben beschrieben, die freien Fettséuren nach zweimaliger 
Verseifen rein dargestellt, die Schmelzpunkte und die Aquivaientgewichte sowoh 
vor, als auch nach dem Umkristallisieren aus Aceton bestimmt (Tab. 10 und 11 


Aus diesen wurden aii 


Tab. 10. Fraktionierte Destillation der hydrierten Fettsiuremethylester der Frak- 
tion der hochungesittigten Fettsiuren aus dem Ly sokephalin. 











































* Destillationsriickstand. 
** Die Fraktionen 1 und 2 wurden vereinigt. 





und 11 auf die urspriinglichen Fettséuremengen (s. 
aus Tab. 12 hervorgeht. 











, Freie Sauren 
Fraktion 

Nr Menge m. . aus Aceton unkrist 

ini Schlepper Menge ‘ Aquiv.- 7 
5 . Schmp. a Aauiv. 
in g in mg Gew. Schmp. | * bene 
: Gew. 

; 3,26 44 54,0°) , 4 901 ¢ 2 0 m 

2, 3,19 43 60,0° ee | 7 
3. 2,96 53 66,0° 296,8 66,5° 306,3 
4, 3,50 91 68,5° 318,6 69,0° 3134 
5. 3,58 92 73,59 331,8 73,5° 330,3 
6. 3,90 133 77,5° 330.4 78,5° 342.3 
cf 4,03 75 77,5° 337,6 78.5! 340.4 
8. 3,17 52 75,0 — 76,0" 345,2 76,0° 344,2 
pe 6,00 21 68,5 — 69,5° 74,0° 337,5 


Da nur jeweils ein Teil der durch Tiefkihlkristallisation erhaltenen Fettsaur 
fraktionen in Form ihrer Ester destilliert wurde, miissen die Ergebnisse der Tab. 


Tab. 7) berechnet werden, Wi 
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Tab. 11. Zusammensetzung der Fraktionen der hochungesattigten Fettsiuren 
aus dem Lysokephalin. 


Menge der Fettséuren in mg 





| 5 | 6 | ci | Ss | y |Summe | 








closet | an | 


; 67,8 | 11,2 
c, | 30.3 |°4h9 | 910 | 349 2,2 | 200,3 | 33.2 
- 57,1 |133,0 | 75,0 | 52,0 | 18,8 | 335,9 | 55.6 


Tab. 12. Zusammenstellung der Ergebnisse von Tab. 9 und 11. 
Menge der Fettséuren in g 

















| Fraktion der Fettséuren 
} S in °,, der Ges.- 
| vesattigte schwach- hoch- ee Fettsauren 
es cares ungesattigte | ungesattigte 
f 2 - 

Cis 0,0 1,42 0,11 1,53 53,0 

Cag 0,0 0,38 0,33 0,71 24,5 

Cos 0.0 0,10 0,56 0,66 22,5 








IV. Das Colamin-Kephalin 
a) Eigenschaften und Analysen 

Hellgelb gefarbte Substanz von wachsartiger Beschaffenheit. Unloslich in 
Aceton, leicht léslich in Ather. 

Die aus G, (Abb. 1) gewonnene gereinigte Colamin-Kephalin-Fraktion wurde. 
wie oben beschrieben, mit Saure behandelt und erneut verteilt. GS, (Abb. 2). Aus 
den vereinigten Fraktionen 13—33 wurde auf die bereits angegebene Weise das 
Esterkephalin gewonnen: 1,0 g (30°, des Ausgangsmaterials) K,. Um die Zusammen- 
setzung des Fettséuregemisches bestimmen zu kénnen, wurden grdéBere Mengen 
nach Siurebehandlung in GS,—GS, dargestellt. Die entsprechenden Fraktionen 

. der Gegenstromverteilungen wurden vereinigt, das Lésungsmittel weitgehend ab- 
destilliert, der Riickstand in Ather aufgenommen. Beim Aufbewahren bei 0° fiel 
cine fast weiBe Substanz aus, bei der es sich wohl um ein unreines Cerebrosid ge- 
handélt haben diirfte: 12,29, Zucker, berechnet als Galaktose (Zuckerbestimmunyg 
nach Somogyi%*, Phosphor: 0,7°. 

Die Atherlésung wurde dann eingeengt, in Aceton gefallt. Das Acetonunlés- 
liche: 4,5 g Colamin-Kephalin K,. 

Zur Analyse wurde im Vak. iiber H,SO, getrocknet. 

Praparat K,: 2,610 (1,461) mg Sbst.: 0,40(0,23) com n/100-HCl, entspr. 
0,056(0,032) mg N. — 2,991(2,063) mg Sbst.: d = ] em, F = 0,074. EB = 1,175 
(0,850), entspr. 0,087(0,063) mg P. — 3,905(6,.779) mg Sbst.: 0,85(1,39) com 7/30- 
NaS,O, entspr. 0,44(0,72) mg Glycerin. — 0,1 com (Verdtinnung 1:100) EF = 0,0. 

Priparat K,: 5,730(6,660) mg Sbst.: 0,72(0,80) cem 7/100-HCI, entspr. 
,101(0,112) mg N. — 2,070(3,130) mg Sbst.: d = lem, F = 0,124, E = 0,542 
(0,796), entspr. 0,067(0,099) mg P. — 2,619(2,569) mg Sbst.: 0,72(0,72) cem 


n/30-Na,8,0,, entspr. 0,37(0,37) mg Glycerin. — 0,1 com (Verdiinnung 1: 100) 
E = 0,0. 


Tab. 13. Zusammensetzung des Colamin-Kephalins. 











| NY | P°, | Glycerin ws Plasmal A 
K, | —2,1/2,2 2,9/3,0 11,1/10.6 re 
K, | 1.8/1.7 3,2/3,2 14,1/14.4 0,0 


““ M. Somogyi, J. biol. Chemistry 177, 771 [1937]. 
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b) Das hydrierte Colamin-Kephalin 


0,9 g des Colamin-Kephalins wurden in trockenem Alkohol gelést ud, Wie 


oben beschrieben, im Riihrautoklaven hydriert. Ausb.: 0,7 g rein weil':s Hy. 
drierungsprodukt (78%). (Dj) 0,3 g davon wurden aus heiBem Pyrid.n un. 
kristallisiert: 0,2 g (entspr. 43° des Ausgangsmaterials). 

Zur Analyse wurde im Vak. iiber H,SO, getrocknet. 

2,279 mg Sbst.*: 5,495 mg CO,; 2,310 mg H,O. — 3,253(2,512) mg Sbst.; 
0,42(0, 33) ccm »/100-HCI, entspr. 0,058(0,046) mg N. 1,376(1,804) m; Sbst.; 
d lem, F 0, 0757, E = 0,700(0,920), entspr. 0,053(0, 070) mg P. — 2,75.:(2,675) 
mg $ Subst. : 0,675(0,665) n/30-Na.S,0,, entspr. 0,346(0,342) mg Glycerin. 


* Die Substanz wurde im Hochvak. bei 50 —60° getrocknet. 


Tab. 14. Zusammensetzung des hydrierten Colamin-Kephalins. 


ag3HggO,NP(776,11)* ber. 66,54 | 11,17] 1,81 | 3,99 | 11,78 80,4 
hd ,0,NP(748, 05)¢* ber. 65,82 | 11,05 | 1,87 | 4,14 | 12,30 79,6 
gef.f 65,8 | 11,3 1,8 3,9 12,7 71 
* Stearyl-arachyl-colaminkephalin. 


** Distearyl-colaminkephalin. 
+ Die Substanz wurde wegen des Phosphorgehaltes mit Bleichromat vermischt verbrannt, 
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Rein weiBe kristalline Substanz. Sie ist unléslich in Ather, Aceton, lislich in 


heiBem Alkohol und Chloroform. Aus Pyridin scheidet sich die Substanz in kleiner 
Sphirolyten ab, welche im polarisierten Licht ein wohlausgebildetes Balkenkrew 
geben. 
c) Die Spaltprodukte des Colamin-Kephalins 

1. Der stickstoffhaltige Baustein 

Nach der Spaltung des Colamin-Kephalins mit methanol. Salzséure wurde das 
Hydrolysat in der gleichen Weise behandelt wie das des Ly sokephalins und die 
wasserlislichen Spaltstiicke papierchromatographisch untersucht, wie oben au: 
gegeben. 


(Front 1. 0,015 cem einer 0,15-proz. Lésung 
von Colamin in verd. Salzsaiure 
pu 1,7. 


2. 0,015 cem der etwa 0,15-proz. Sub- 
stanzlésung (salzsauer) px 1,7. 


3. 0,015 cem einer 0,15-proz. Lésung 
vonSerin in verd. Salzsaure. px 1,7. 





| 
| 
| 
| Abb. 11. Papierchromatogramm der 
(start wasserlislichen Spaltprodukte des 


j 2 3 cana 
Col Test Subst Serlest Colamin-Kephalins. 





Laufzeit: 15 Stdn.; Papier Schleicher & Schiill 2043b; aufsteigende Chromato 


graphie in wassergesattigtem Phenol. 
Farbung mit Ninhydrin*, 
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In cinem zweiten Chromatogramm der gleichen Substanzlésung konnte 
d, wie Cholin nicht nachgewiesen werden. 
it 


3 Hy. 


2, Die Fettsauren 


n um Be 
Um die in dem Colamin-Kephalin enthaltene Menge an Fettsiuren zu be- 
: stimmen, wurden 0,09 g des Hydrierungsproduktes 24% Stdn. unter RiickfluB mit 
Shst. 4-proz. trockener methanol. Salzsiure gespalten, die Fettsiuremethylester mit 
Sbst.. Petrolather ausgeschiittelt, dieser mit fallenden Methanol-Wasse rgemischen saure- 
(2,675) frei gewaschen, getrocknet iber Natriumsulfat und das nag ssa abdestilliert. 


Es wurden 0,064 g Fettsiuremethylester isoliert (71°, des Ausgangsmaterials oder 
98,80, d.Th.) (Tab. 14). Zur naheren Untersuchung des Fettsiuregemisches wurden 
aus 4,5 g Colamin-Kephalin auf die tibliche Weise 2,9 g Methylester isoliert, daraus 
i 25g freie Fettsiuren gewonnen. Jodzahl: 76,2/77,9; 6,335(6,980) mg Sbst.: 0,38 
(0,43) com 7/10-Brom. 








uren- Man konnte durch fraktionierte Tiefkiihlkristallisation von 2,46 g Fettsaure- 
ester = vemisch folyende Fraktionen erhalten: bei 0° auskristallisiert : 0.67 g (a). Jodzahl: 
— 19,8(19.2); 5,125(5,290) mg Sbst.: 0,08 (0,08) com n/10-Brom. 

,4 Bei —-20° auskristallisiert: 0,72 g (b). Jodzahl: 47,7(40,4); 5,322(7,233) mg 
6 Sbst.: 0,20 (0,23) cem n/10- =i 


Bei —70° auskristallisiert: 0,72 g (c). Jodzahl: 92,3(91,3); 3,710(2,920) mg 
Sbst.: 0,27 (0,21) com n/10-Brom. 

Bei —70° in Aceton in Lésung: 0.40 g (d). Jodzahl: 199,5(200,5) ; 4,520(3,600) 
mg Sbst.: 0,71 (0,57) eem n/10-Brom. 

1,2 ¢ der bei 0° und — 20° erhaltenen Fraktionen a und b wurden vereinigt, 
erneut in Aceton gelést und bei 0° bzw. —20° zur Kristallisation gestellt. Man 
erhielt daraus 0,92 g (e) bei 0° auskristallisiert. Jodzahl: 6.7(8,8): 5,670(4,329) mg 
Sbst.: 0,03 (0,03) cem n/10-Brom. 

Bei — 20° auskristallisiert 0,12 g (f). Jodzahl: 27,4(28,6) ; 5,553(3,993) mg Sbst.: 
0.12 (0,09) com n/10-Brom. 

7 Bei — 20° in Aceton in Lésung 0,12 g (g). Jodzahl: 56,5(53,3): 5,158(7,138) mg 
- ag Sbst.: 0,23 (0,30) cem n/10-Brom. 
en all: me ‘ . ue 

Diese Fr. g wurde mit Fr. ¢ vereinigt. Man hatte also folgende Fraktionierung 
erreicht: Fraktion der gesattigten Fettsiuren (vereinigte Fraktionen e und f) 
1,04 g (F,); Fraktion der schwachungesiattigten Fettsiuren (vereinigte Fraktionen 
cund g) 0,84 g (F,); Fraktion der hochungesattigten Fettsauren (Fr. d): 0,40 g (F,). 

Von 1,39 g Fraktion der gesittigten Fettsiuren (a und b) wurden nur 1,2 g 
weiter verarbeitet. Daraus isolierte man 1,04 g als Fraktion der gesattigten Fett- 
siuren endgiiltig (Fr. e und f), 0,12 g als Fraktion der sehwachunge abttigten Fett- 
siuren (Fr. g) .Der Fraktion der schwachungesattigten Fettséuren 0,72 g (Fr. ¢) 
muBten zur Berechnung entsprechend der Ausgangsmenge 0,14 g hinzugezahlt 
werden: also nun 0,86 g, d.h. die Fraktionen der Fettséuren verteilen sich be- 
rechnet auf die Ausgangsmenge wie Tab. 15 zeigt. 


rannt, j 
slich in 

kleinen 
nkrew. 


Tab. 15. Chersicht iiber die durch Tiefkiihlkristallisation gewonnenen Fettsaure- 
fraktionen des Colamin-Kephalins. 





Menge der Fettsaiuren 





0 


lin °, der Ge- 


=o samtfettsrn. 





Gesattigte Fettsiuren . . . pus 1,20 48.8 
Schwachungesattigte Fettsiuren . . 0,86 34,9 
Hochungesattigte Fettsiuren. . 2. 0,40 16,3 


romato 
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x) Die gesittigten Fettsaiuren 


Zur weiteren Charakterisierung wurde eine séiulenchromatographis:he Me. 


thode nach Kapitel®? angewandt, die sich auf die Reversed-Phase-P crtition 
Chromatography von Howard und Martin*® stiitzt. Hierbei wird als stitionay 
Phase ein silanisiertes Kieselgur benutzt, das mit aceton-wasser-ges':ttigtey 


Paraffin getrankt wird. Als mobile Phase dienen paraffingesittigte Aceton- \Vasser. 


Gemische verschiedener Konzentration, je nach der Kettenlange der zu elu crende 


Saure. Je kiirzer die Fettsiurekette, um so eher erscheint sie am unteren Eide de 


Saule und um so héher ist die Wasserkonzentration in dem Aceton-Wasser-(emisc) 


Die eluierten Fettsiuren werden jeweils in etwa 2 com Eluat durch ‘I itratioy 
mit »/100-NaOH gegen Bromthymolblau bestimmt. Fiir eine saéulenclromato. 


graphische Untersuchung sind etwa 3—4 mg Fettsiuregemisch erforderlich. Un 
ein eindeutiges Ergebnis zu erhalten, diirfen im Gemisch keine ungesiittigte 
Fettsiuren enthalten sein. 








| 025 
§ 
020 Abb. 12. Chromatogramm der Frak 
tion der gesattigten Fettsiuren au 
015 +} — dem Colamin-Kephalin. 
(Die Pfeile geben den Wechsel der 
Eluierungsfliissigkeiten an.) 
010 x = undefinierter Vorlauf. 
Ordinate: Verbrauch an 0,01-1.Na0H 
(F = 1,050) in cem. 
005 











Da die Fraktion der gesaittigten Fettsiuren noch eine Jodzahl von 9 aufwies, 
wurde sie hydriert, in Petrolather aufgenommen, wobei man 0,04 g Petrolather 
unlésliches abtrennte. Das Lésungsmittel wurde abdestilliert und die Substam 
getrocknet. 34,7 mg dieser Fettsiurefraktion wurden mit 70-proz. Aceton im 50-cem 
MeBkolben gelést und 5 cem davon zur Analyse entnommen, auf die Saule gegebe 
(die Temperatur wurde auf 35° konstant gehalten) und zunachst mit 70-pro. 
Aceton eluiert (Abb. 12; Tab. 16). Wenn der Verbrauch an n/100-NaOH bei de 
jeweiligen Eluierungsfliissigkeit sein Maximum erreicht hatte, wurde das Eluierung: 
mittel gegen die nachst héhere Acetonkonzentration ersetzt. Durchschnittlicl 
yebrauchte man etwa 25 cem eines Eluierungsmittels, ehe es von dem niichste! 
abgelést wurde. 

Bei allen Saulen der aus dem Colamin-Kephalin gewonnenen Fettsiure 
ergab sich ein Vorlauf (in den Titrationskurven mit x bezeichnet), der nicht ident 
fiziert werden konnte. Méglicherweise handelte es sich um kleine Mengen vo! 
Oxysauren (2— 6% der Gesamtfettséuren), die sich im Laufe der Verarbeitung ai: 
den ungesattigten Fettsiuren gebildet hatten. 

Da die Fraktion der gesattigten Fettsiuren auffallend wenig Palmitinsiur 
enthielt, wurden Schmelzpunkt und Aquivalentgewicht bestimmt. Schmp. 65—66 
Aquiv.-Gew. 285(285); 16,254(16,227) mg Sbst.: 1,14 (1,14) com n/20-NaOH. |: 
hatte also in der Tat vorwiegend Stearinséure vorgelegen. 


37 W. Kapitel, Vortrag i. d. dtsch. Ges. f. Fettwissenschaft Miinster 1%: 
480, A. Howard u. A.J. P. Martin, Biochem. J. 46, 532 [1950]. 
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Tab. 16. Zusammensetzung der Fraktion der gesattigten Fettsiuren aus dem 

Colamin-Kephalin. 
he Me. 














rtition- Menge der freien Fettsiuren 

tionar ; 3 

ttigter In mg in % 

WV asser. 

onie ~ 0,402 13,5 

ude der c. 2,355 79,3 

emisch Coy z 

itration Coe a 

omato. Cy,4* 0,213 7,2 

he Un * Da eine Fettsiure erst an der Stelle im Chromatogramm erschien, an der die C,,- und C,.- 
ittigter siuren in der Kegel langst eluiert waren, wurde angenommen, daB es sich dabei um eine ¢ aed ettsdure 


(Lignocerinsiure) handelte. 
f) Die schwachungesattigten Fettsiuren 
l1mg der durch Tiefkiihlkristallisation gewonnenen Fraktion der schwach- 
ungesattigten Fettsiuren wurde zunachst auf die beschricbene Weise isomerisiert 
¢ Frak- und das UV-Spektrum gemessen. Die Werte fiir die Durchlassigkeiten lagen bei 
allen Wellenlangen zwischen 220 und 400 my um 100°. Es waren demnach keine 


~~ Polyensiuren in dieser Fraktion enthalten. 
Um die Sauren naher zu charakterisieren, wurden die freien Sauren zunachst 
el der wieder in der tiblichen Weise in die Ester tibergefiihrt, diese hydriert und an- 
n.) schlieBend aus den Estern die freien Sauren nach der Verseifung gewonnen. 
Es wurden davon 35,0 mg zur Saulenchromatographie eingewogen und in 
: 50cem Aceton-Wassergemisch (70-proz. Aceton:75-proz. Aceton 1:1) geldst. 
Nal davon 5 ccm chromatographiert (Abb. 13, Tab. 17). 


Abb. 13. Chromatogramm der hydrierten Fett- 
‘siuren der Fraktion der schwach ungesattigten 
vufwies, Fettsiuren aus dem Colamin-Kephalin. 015+ 
olather (Die Pfeile geben den Wechsel der Eluierungs- 

















ubstanz Bi tar tat 
Doom fliissigkeiten an.) | i 
regebell x = undefinierter Vorlauf. ‘ 
i\)-pro1 Ordinate: Verbrauch an 0,01-x. NaQH 

bei der (F = 1,050) in eem nN5 
jerungs ‘ ; eas 
nittlich 
aichste! ae ad el 

et ot OIGrk ete “20 

tsaure! 
, identi: APs SA , : ; : 
on v0 Tab. 17. Zusammensetzung der Fraktion der schwachungesattigten Fettsauren aus 
ung als dem Colamin-Kephalin. 
Linsaur Menge der freien Fettsaiuren 
5 — 66 ; ey 

)H. f in mg in % 

Ci 0,148 5,0 

= c. 2,490 83,5 

sa + 0,344 11,5 
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») Die hochungesattigten Fettsiuren 

Da das Colamin-Kephalinpriparat einige Monate aufbewahrt werden mubt 
che die Isolierung der Fettsaéuren erfolgen konnte, war die Substanz etwas oxydier 
Besonders die Fraktion der hochungesiattigten Fettsiuren war dunkelbraun. Uy 
die Oxydations- und Polymerisationsprodukte zu entfernen, sollte sic’ zuer 
destilliert werden. Die freien Séuren fithrte man deshalb zunachst wie iiblich i 
die Methylester iiber und destillierte sie auf die gleiche Weise wie die Ester de 
hochungesattigten Fettsiuren aus dem Lysokephalin an den Kiihlfinger: 0,38 
Auch das Destillat war noch bernsteingelb gefarbt. 1 mg wurde wie iiblich iy 
merisiert und das UV-Spektrum aufgenommen (Abb. 14). 


400 
fe) 350 
300 
250 
200} 
150 
100}— 
50 


Abb. 14. UV-Spektrum der is 

merisierten hochungesittigten 

Fettséuren aus dem (olami) 
Kephalin. 














220 © 250 300 350 400 
M, a 


Wie aus der Isomerisationskurve ersichtlich, waren in dieser Fraktion nebe 
kleinen Mengen Hexaenen und Pentaenen vorwiegend Tetraene vorhanden, dene 
betrachtliche Mengen Diene beigemengt waren. : 

Die hochungesattigten Fettsiuremethylester wurden anschlieBend bei no: 
malem Druck, wie oben angegeben, hydriert: 0,26 g. 

Nachdem aus den Methylestern die Fettséuren in Freiheit gesetzt worda 
waren, konnte das Gemisch auf dieselbe Weise bestimmt werden, wie die andere: 
Fraktionen des Colamin-Kephalins. 32,8 mg der Substanz léste man in 50 cen 
Aceton-Wassergemisch (70-proz. Aceton : 75-proz. Aceton 1:1) unter leichtem Er. 
wirmen und chromatographierte 5ccm davon wie beschrieben (Abb. 15; Ts! 
18 und 19). 





| 210 











Abb. 15. Chromatogramm der hydrierten Fettsiuren der Fraktion der hoch- 
ungesattigten Fettsiuren aus dem Colamin-Kephalin. 


(Die Pfeile geben den Wechsel der Eluierungsfliissigkeiten an.) 
x = undefinierter Vorlauf. 


Ordinate: Verbrauch an 0,01-n. NaOH (F = 1,050) in eem. 
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Chemische Konstitution der Acetalphosphatide DD 


Tab. Is. Zusammensetzung der Fraktion der hochungesattigten Fettsiuren 
aus dem Colamin-Kephalin. 











Mengen der freien Fettsauren 
in mg 7m %, 
a 0,133 4.5 
‘or 0,865 29,3 
‘s 0,915 31,0 
‘98 1,035 35,2 








Tab. 19 zeigt die Zusammensetzung der Gesamtfettsiuren, berechnet auf die 
Ausgangsmengen (s. Tab. 15). 


Tab. 19. Zusammenstellung der Ergebnisse von Tab. 16— 18. 
Menge der Fettsauren in g 














. , . ; in ©, der 
Fraktion der Fettsauren Summe ‘ sO 
Ges.-Fettsauren 
schwach-|  hoch- : = 
sesatt. a P yesatt. | ungesatt. resatt. jungesatt. 
— ungesatt. | ungesatt. ee ati _— on 
(ie | 0.16 0,04 0,02 0,16 0,06 6,5 2.4 
OF 0,95 0,72 0.12 0.95 0,84 38.6 34,2 
(c 0.10 0,12 O22 | 8.9 
ies 0.14 0.14 5,7 
a 0,09 0.09 | 37 














Die Arbeit wurde durch Mittel der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft unterstiitzt. Frau I. Selbach danke ich fiir ihre technische Hilfe. 


Zusammenfassung 


In Fortfiihrung der Versuche iiber die Konstitution der Acetal- 
phosphatide des Gehirns!? wird dem indirekten Beweis fiir das Vor- 
handensein einer Fettsiure neben einem Aldehyd im Molekiilverband 
der genuinen Acetalphosphatide der direkte Beweis auf Grund folgender 
Versuchsergebnisse hinzugefiigt : 

1, Aus einer gereinigten Colamin-Kephalin-Fraktion des Gehirns 
wurde nach milder Siurebehandlung (95-proz. Essigsiure; 37°) und 
anschlieSender Gegenstromverteilung ein analysenreines Lysokephalin- 
priparat gewonnen, dem etwa 70°, des Gesamtphosphors dieser Frak- 
tion zukamen. 

Das Lysokephalin wirkte in der nicht hydrierten und in der hy- 
driertten Form ebenso himolytisch wie ein aus Eigelb-Lecithin durch 
Kinwirkung von Bienengift gewonnenes Lysolecithin. Es enthielt als 
einziges stickstoffhaltiges, wasserlésliches Spaltstiick Colamin. 

Die Untersuchung des Fettsiuregemisches ergab. daB gesiittigte 
Fettsiiuren vollstindig fehlten. 

65.5°%, der Gesamtfettsiiuren entfielen auf die Fraktion der schwach- 
ingesiittigten, 34.5% auf die Fraktion der hochungesittigten Fettsaiuren. 


10* 
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53,0%, der Gesamtfettsiiuren kamen der C,,-, 24,5°% der C,,- und 
22.5% der C,-Reihe zu. 

Seit der Kenntnis der Acetalphosphatide im Gehirn, die sich be. 
sonders stark in der Colamin-Kephalin-Fraktion anreichern, war die 
Existenz eines colaminhaltigen Phosphatides nach der klassische, 
Kephalinformel im Gehirn in Frage gestellt, denn die bisher in der 
Literatur als soleche beschriebenen Fraktionen waren nicht auf ihren 
Plasmalgehalt untersucht worden. Die vorliegende Untersuchung ergab: 

2. Aus einer gereinigten Colamin-Kephalin-Fraktion des Gehirns 
konnte nach milder Siurebehandlung und anschlieBender Gegenstrom. 
verteilung, wodurch sich das aus dem Acetalphosphatid gebildete 
Lysokephalin abtrennen lieB, ein analysenreines Colamin-Kephalin 
gewonnen werden. 

Es enthielt als einziges stickstoffhaltiges, wasserlésliches Spaltstiick 
Colamin. 

Die Untersuchung des Fettsiiuregemisches ergab: 48,8°) der 
Gesamtfettsiiuren entfielen auf die Fraktion der gesiittigten Fettsiuren, 
34,9% auf die Fraktion der schwachungesittigten und 16,3% auf die 
Fraktion der hochungesiittigten Fettsiuren. 8,9°, der Gesamtfettsiuren 
kamen der C,¢-, 72,8% der C,,-, 8,9% der Cy9-, 5,7% der Cyg- und 3,79, 
der C,,-Reihe zu. 


Summary 


Previous investigations into the constitution of the acetal phosphat- 
ides of the brain!’ yielded an indirect proof of the presence of a fatty 
acid in addition to an aldehyde in the molecule of the true acetal 
phosphatides. In the present communication these results have been 
supplemented by a direct proof. 

1. An analytically pure lysokephalin preparation was obtained from 
a purified colamine-kephalin fraction of the brain after mild acid treat- 
ment with 95 per cent acetic acid at 37°, followed by countercurrent 
distribution. The preparation contained approximately 70 per cent of 
the total phosphorus of the fraction. 

The lysokephalin had a haemolytic effect, both in the non-hydrogen. 
ated and hydrogenated forms, equal to that of lysolecithin obtained 
from egg-yolk lecithin by the action of bee venom. The sole nitrogenous, 
water-soluble fission product from lysokephalin was colamine. 

Examination of the mixed fatty acids showed that saturated fatty 
acids were entirely absent. The total fatty acids contained 65.5 per cent 
of weakly unsaturated acids and 34.5 per cent of highly unsaturated 
acids. Of the total fatty acids, 53 per cent belonged to the C,, series, 
24.5 per cent to the Cy, series and 22.5 per cent to the C,, series. The 
existence in the brain of a colamine-containing phosphatide with the 
classical kephalin formula was rendered questionable by the discovery 
of the acetal phosphatides in the brain. The latter are very markedly 
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enriched in the colamine-kephalin fraction. In previous investigations 
fractions described as colamine-kephalin were not analysed in respect 
of their plasmal content. 

2. In the present investigation an analytically pure colamine- 
kephalin was obtained from a purified colamine-kephalin fraction of the 
brain after mild acid treatment, followed by counter-current distri- 
bution. This treatment enables the lysokephalin formed from the acetal 
phosphatide to be separated from the pure colamine-kephalin. The sole 
nitrogenous, water-soluble fission product from the colamine-kephalin 
was colamine. 

Examination of the mixed fatty acids showed that 48.8 per cent of 
the acids consisted of saturated acids, 34.9 per cent, of weakly saturated 
acids and 16.3 per cent. of highly unsaturated acids. Of the total fatty 
acids, 8,9 per cent belonged to the C,, series, 72.8 per cent to the C,, 
series, 8.9 per cent to the Cy, series, 5.7 per cent to the Cy. series and 
3.7 per cent to the C,, series. 
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Die Sezernierung von Kérperfett in das Darmlumen, 


Von 
Karl Bernhard, Esther Seelig und Heribert Wagner 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Basel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Januar 1956) 


Bei fettarmer Nahrung, im Hunger oder bei Beeintriachtigung des 
Gallenabflusses mit den Faeces zur Ausscheidung gelangende Lipide 
sollen nach Untersuchungen verschiedener Autoren! in der Hauytsache 
endogenes Fett darstellen. das durch Sezernierung in das Darnilumen 
geriit. Schoenheimer und Hilgetag? wiesen in den Faeces Cetyl- 
alkohol nach. der, aus dem Tierkérper stammend, gleich dem Cholesterir 
in das Lumen sezerniert wird. 

In Versuchen an Hunden und Ratten mit Gallenfisteln isolierten 
wir nach Gaben signierten Fettes aus den Faeces stets Fettsiuren mit 
stark vermindertem Isotopengehalt. Auch die Lymphlipide von Tierer 
mit Ductus-thoracicus-Fisteln und gleichzeitiger Gallenfistel wiesen 
Fettsiuren mit geringerem D-Gehalt auf. Wir schlossen aus diesen 
Befunden auf eine merkliche Sezernierung von endogenem Fett in das 
Darmlumen und bewiesen eine noch unbeachtet gebliebene Bedeutung 
der Galle, die in der starken Einschrinkung dieser Fettsekretion zum 
Ausdruck kommt?. ; 

Holasek? versuchte in letzter Zeit den Nachweis zu erbringen 
das Faecesfett sei entgegen diesen zahlreichen, von verschiedener 
Autoren erhobenen Befunden bei fettfreier Ernihrung vornehmlich au! 
die Titigkeit der Darmbakterien zuriickzufiihren. Er fiitterte eine fett- 
freie Nahrung mit reichlichem Gehalt an Zellstoff und trennte aus dei 
Faeces das Gemisch der hédheren Fettsiuren (Myristin-, Palmitin- 
Stearin- und Olsiiure) durch Harnstoffallungen ab. Letztere wurden ar: 
ch lieBend mit 0.1-n.NaOH titriert und in Milliiquivalenten angegeben 


1 F, Miiller, Arch. pathol. Anat. 181, Suppl. 17, 64, 106 [1893]; W.M 
Sperry u. W. R. Bloor, J. biol. Chemistry 60, 261 [1924]; W. M. Sperry. J. biol 
Chemistry 71, 351 [1926/27]; 81, 299 [1929]; 85, 455 [1929/30]; R. W. Angevine. 
J. biol. Chemistry 82, 559 [1929]; W. M. Sperry u. R. W. Angevine, J. biol 
Chemistry 87, X XII [1930]; 96, 769 [1932]; H. R. Rony, B. Mortimer u. A.! 
Ivy, J. biol. Chemistry 96, 737 [1932]; A. Shapiro, H. Koster, D. Rittenber 
u. R. Schoenheimer, Amer. J. Physiol. 117, 525 [1936]. 

2 R. Schoenheimer u. G. Hilgetag, J. biol. Chemistry 105, 73 [1934]. 

3 K. Bernhard, E. Schlapfer u. S. Wilk, Helv. physiol. pharmacol. Acti 
7, 189 [1949]; K. Bernhard, G. Ritzel u. E. Hug, Helv. physiol. pharmaci 
Acta 10, 68 [1952]; K. Bernhard u. G. Ritzel, Helv. physiol. pharmacol. Acta Il. 
166 [1953]. 

4 A. Holasek, diese Z. 298, 55, 219, 224 [1954]. 
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Bei Ratten mit Gallenfisteln lieB sich die derart ermittelte Fettsaure- 
ausscheidung durch Erhéhung des Zellstoffgehaltes und Verabreichung 
yon Terramyein stark senken. Der Galle wire demnach eine bestimmte 
hactericide EKigenschaft zuzuschreiben, so da bei ihrem normalen 
AbfluB in den Darm vermehrte Lipidausscheidungen mit den Faeces 
als Folge gehemmter bakterieller Tatigkeit nicht auftreten. 

Nachdem eine brauchbare, exakte Methode zur papierchromato- 
graphischen Trennung und quantitativen Bestimmung gesittigter und 
ungesittigter Fettsiuren mit 12—22 C-Atomen von uns? kiirzlich aus- 
vearbeitet wurde, erschienen weitere zu zwingenden Beweisen fiihrende 
Untersuchungen tiber die Herkunft des Faecesfettes erfolgversprechend. 

Durch Verabreichung von Raps6l wird bekanntlich, wie schon 
Radziejewski feststellte, eine Anreicherung der Depotfette an der fiir 
ersteres charakteristischen Erucasiure erreicht®. Deren spiiteres Auf- 
treten in den Exkreten bewiese einwandfrei eine in das Darmlumen 
stattfindende Sezernierung von Korperfett und damit eine Herkunft der 
Faeceslipide aus solchem. Eine Signierung mit Erucasaiure war bei der 
Méglichkeit ihrer exakten Bestimmung auch in mengenmaBig geringen 
Fettsiuregemischen, der Heranziehung radioaktiver Fettsaéuren im vor- 
liegenden Fall aus verschiedenen Griinden vorzuziehen. 

Wir haben daher miannlichen Ratten wahrend zwei Wochen,. neben 
einer normalen Diaét ad libitum, tiglich 2 m/ Raps6l verfiittert. Eine 
Analyse der Faeceslipide lieB schon nach 2—3 Tagen hohe Gehalte an 
Erucasiure erkennen (Tab. 1). Nach einer kurzen Pause erhielten die 


Tab. 1. Zusammensetzung der Faecesfettsiuren von Ratten nach kurzfristiger 
Rapsolfiitterung zusammen mit normaler Diat. 





Faecesfettsauren 








= Stearin- Palmitin- Linol- und Wiiictimeais 
saure und Olsaure {Palmitoleinsaure Sees 
| ve WA A as 
] 9.5 12.9 0 77,5 
2 10,9 1757 8.2 63.3 
3 11,5 10,7 0 77.8 


Tiere zur Verdrangung des im Verdauungstraktus noch vorhandenen 
Rapséles Olivenél. Der Erucasiiure-Anteil der Faeceslipide ging stark 
aurick (vgl. Tab. 2). Von diesem Zeitpunkt an haben wir die Ratten 
mit einem normalen, héchstens 0.5°, Fett (hauptsichlich Kokosfett) 
enthaltenden Futter ernihrt und die Faeces periodisch und quantitativ 
gesammelt (1.—4., 5.—6. und 7.—8. Tag nach der Olivenélgabe). Ihre 
Aufarbeitung erstreckte sich auf eine alkalische Verseifung des getrock- 

° H. Wagner, L. Abischu. K. Bernhard, Helv. chim. Acta 88, 1536 [1955]. 


° 8S. Radziejewski, Virchows Arch. pathol. Anatom. Physiol. klin. Med. 
48, 286 [1868]. 
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neten Materials und auf die Isolierung der Gesamtfettsiiuren. Eine 
Bleisalzfillung zur Gewinnung fester und fliissiger Bestandteile mubte 
vor allem im Hinblick auf die oft nur geringen Materialmengen unter. 
bleiben. Die papierchromatographische Trennung und quantitative 
Analyse erlaubt unter solchen Bedingungen die exakte Erfassung de; 
Stearin- und Erucasiiure. Palmitin- und Olsiiure werden bei fast gleiche; 
Ry-Werten gemeinsam bestimmt. In den Linolsiureflecken  |énney 
auch die Palmitoleinsiiure und die Myristinsiiure eingeschlossen sein 
Die niedrigen Fettsiiuren, wie Buttersiure wurden durch die Isolierung 
(Verseifung) nicht erfabt, sie sind in diesem Zusammenhang auch ohne 
Bedeutung. Die Resultate sind aus Tab. 2 ersichtlich. 


Tab. 2. Zusammensetzung der Faecesfettsauren vorgangig mit Rapsol gefiitterter 
Ratten nach Gaben einer fettarmen Nahrung. 


























Gesamt- Stea- Palmi- poy ” 
ae ae Tier Fett- rin- tin- und P oe : a 
aeces (getrocknet) Nr. siuren saiure Olsaure. 1 o mito- a 
einsaure 
10) 0/ 0/ 0/ 0’ 
0 0 0) 0 0 
Nach Oliven6l- 

gaben ] 6:22 7,9 85.0 5.6 14 
Faeces A 2 1,0 11,0 69,7 19,4 () 

3 poe fs a as 2 

Nach fettarmer 

Ernahrung l 3,41 14,: 56,0 22,0 8,0 
Faeces B, 1.—4. Tag 2 2,70 19,2 45.6 27,0 10,4 
3 3:26 16,8 44,3 24,7 13,8 

Faeces C, 5.—6. Tag ] 2,78 19,8 52,8 |} 19,4 8,1 
2 2,51 22,3 44,3 24,7 8,6 
3 2,43 22; 42,8 21,5 13,8 

Faeces D, 7.—8. Tag l 2,78 16,1 43.5 34,5 6,1 
2 1,86 8,8 39.3 43,1 8.8 
, 2,00 21,0 31,8 38,8 84 


Bei analog mit Rapsdol versehenen Ratten wurde nach kur 
Pause, wihrend welcher méglicherweise im Verdauungstrakt sich noc 
vorfindendes Raps6l wieder durch Olivenél verdriingt wurde, ein 
Fistel zur vélligen Fernhaltung der Galle vom Darm operiert. Nac! 
anschlieBenden Gaben fettarmen Futters sammelten wir wieder di 


Tab. 3. Zusammensetzung der Kérperfettsiuren der Gallenfistel-Ratten. 
Tier Nr. + 5 6 7 8 9 
°” Stearinséure. . . 6,4 7,9 7,0 4,0 3,2 10,6 


oO 


% Palmitin- und Olsiure 73,0 70,8 69,0 71,8 67,9 58,0 


0 








% Linol- u. Palmitolein- 
0 




















BANNED cr sa 2) sa 17,4 15,1 20,5 21,6 26,1 19,1 
o/ Erucasaure 3,1 6,0 3,1 2,8 2,9 12,3 
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Faeces und analysierten auch das Depotfett der getoéteten Tiere. Die 
diesbeziiglichen Resultate sind aus der Tab. 3 ersichtlich. 

Wir haben die Faeces der ersten vier Tage eines jeden Gallenfistel- 
tieres gesamthaft aufgearbeitet. Bei den Ratten 4, 5 und 6 verfuhren 
wir mit den Exkreten vom 5. und 6. Tag in analoger Weise. Von den 
Ratten 4 und 6, welche erst am 11. Tag starben, gelahgte von jedem 


Tier der Kot vom 7. und 8. und 9.—1]. Tag zur Aufarbeitung. 


Die Tab. 4 enthalt die experimentellen Befunde der ersten Versuchs- 
periode. Tab. 5 diejenigen der zweiten (5.—6. Tag) und Tab. 6 die 


Analysenergebnisse der am 7. und 8. und am 9.—1]. Tag gesammelten 
Faeces. 


Tab. 4. Faeces vom 1.—4. Tag nach der Operation der Gallenfistel. 
Prozentualer Gehalt an Fettsaéuren, bezogen auf das Trockengewicht, und Zusam- 
mensetzung derselben. 














Tier Nr. 4 sitet rieris 
, Gesamtfettsauren . . 21,0 13,6 WEES 17,4 17,9 | 13.9 
“\ Stearinsaure . sae 43,8 41.5 46,6 38.5 42,0 | 42,5 
° Palmitin- und Olsaure 39,0 36,6 36,5 46.9 42.7 36,1 
® Linol- und Palmitolein- 
BENNO) 3.6 6 4% 8 5,5 9,7 7.6 9.4 | 6.8 6,2 
o’ Erucasfure ..... 11,8 12,4 9,6 5,0 | 8,6 15,3 


Tab. 5. Faeces vom 5.—6. Tag nach der Operation der Gallenfistel. 
Prozentualer Gehalt an Fettséuren, bezogen auf das Trockengewicht, und Zusam- 
mensetzung derselben. 











Tier Nr. 4 5 6 
°, Gesamtfettsduren. . . .. . 13,9 15,7 17,5 
®, Stearinsiure. ....... 30.2 44,8 35,5 
° Palmitinséure und Olsaure . 52.0 41.4 58,2 
°, Linol- und Palmitoleinsaure . 13.6 - 
Y, TEUCASEUINC: << «. 604 a as 4.4 13.8 6.5 








Tab. 6. Faeces vom 7.—8. und 9.—11. Tag nach der Operation der Gallenfistel. 
Prozentualer Gehalt an Fettsauren, bezogen auf das Trockengewicht. und Zusam- 
mensetzung derselben. 





Faeces vom 


Tier Nr. 


7.—8. Tag 9.—11. Tag 








°, Gesamtfettsauren . 

°, Stearinsiture. . ..... 
‘, Palmitinsiure und Olsaure 
‘, Linol- und Palmitoleinsaure 
*, Laurinsaéure . 

°, Erucasiure 


| 
| 
12,4 12,9 9,¢ | 8,6 
( 











142 K. Bernhard, E. Seelig u. H. Wagner, Bd. 304 (1956 




































Wir haben auch den Magen-Darmtrakt nach Entfernung 
jeglichen Inhaltes verseift und die erhaltenen Fettsiuren analysier 
(vgl. Tab. 7). 


Tab. 7. Zusammensetzung der Fettsaiuren aus der Magen- und Darmwand de 

















Gallenfistel-Ratten. , 

Tier Nr. 4 5 6 Z 8 

®, Gesamtfettsiuren* . . ; 2,6 2,9 2,5 2,2 2,3 
©, Stearinséure . . . . aa 10,7 15,7 13,9 9,9 10.8 
®, Palmitin- und Olsaure . . 61,0 63,1 65,5 67,7 64,7 
®, Linol- und Paimitoleinsaure 24,3 15.9 16,8 20,7 23,8 
oO; Wirucasaune . . . . = « 2 3,8 5,2 3,8 1,7 0,8 


* bezogen auf Feuchtgewicht. 


Ferner untersuchten wir die abflieBende Galle auf ihren Fett. 
siiuregehalt (Tab. 8). Erucasiure war darin nicht nachweisbar. 


Tab. 8. Fettsaure-Gehalt der Galle. 








TierNr. | 4 | 5 | 6 . i * 3% 
Gewicht, g . . 90,6 36,7 76,2 18,6 18,0 18,9 
mg Fettsauren. | 297.5 118,0 112,5 20,1 17,8 21,2 
®, Fettsauren . 0,30 0,32 0,15 0,11 0,10 O11 





Beschreibung der Versuche 


Mannliche Ratten érhielten mit einer gew6hnlichen Diaét wahrend 9 Tagen 
je 2 ml und anschlieBend wahrend 8 Tagen je 3 ml raffiniertes Rapsél. Die Tier 
befanden sich in Einzelkafigen und bekamen nach einer Pause von 24 Stdn. ai 
zwei aufeinanderfolgenden Tagen je 3 ml Olivenél. Drei solcher Ratten téteten 
wir nach 8-tagiger normaler Ernahrung mit fettarmem Futter (Nr. 1—3). Bei 
den anderen erfolgte in iiblicher Weise die Anlegung der Gallenfistel. Bereits eine! 
Tag vor der Operation sammelten wir die Faeces und fuhren damit wahrend der 
ganzen Dauer des Versuches fort. Die Tiere Nr. 4 und 6 starben 11 Tage nach der 
Operation. Die Autopsie zeigte keinerlei Besonderheiten. Tier Nr. 5 ging am 6. Tag 
offenbar an einer Pneumonie oder Pleuritis ein. Tier Nr. 8 wurde nach 4 Tage! 
getétet, desgleichen Tier Nr. 7, das nach dieser Zeit den Drain abriB. Die Autopsi 
lieB in beiden Fallen keine Anomalitaten erkennen. Bei Tier Nr. 9, das nach 4 Tage! 
starb, war eine Blahung des Magens und des Darmtraktes feststellbar. Die Gewicht: 
der Ratten ergeben sich aus der Tab. 9. 


Tab. 9. Gewichte der Versuchstiere in g. 








Tier Nr. | 1 | 2 | 3 | 4 5 6 7 | 8 | 9 
Bei Beginn der | 
Rapsolfiitte- | 
mime... . 284 279 269 321 303 290 335 286 279 
Vor der 
Operation. . — 338 311 283 342 309 263 
NOG os ss sy. 316 309 290 260 228 193 266 235 181 
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Die faeces wurden im Vakuumtrockenschrank bei 40° zur Gewichtskonstanz 
yebracht ind mit alkoholischer Lauge am Riickflu8 verseift. Durch Ausschiitteln 
mit Petroliither entfernten wir das Unverseifbare und erhielten nach Ansauern 
durch erschOpfende Extraktion mit Petrolather die Fettsauren. Sie gelangten nach 
Gewichtskonstanz zur Analyse®. Tab. 10 und 11 geben Auskunft iiber die Faeces- 
und Fettsiure-Gewichte. 

Tab. 10. Normal-Tiere. Gewichte der getrockneten Faeces und der isolierten 
Gesamtfettsauren. 




















Faeces (trocken) 
Tier ——— 
Nr. ~ Fettsauren 
mg 
'aeces B l 7,82 266.9 
1.—4. Tag ye 6,82 183.5 
3 5,23 169.7 
Faeces € ] 5,08 141.1] 
5.—6. Tag 2 3,65 91.9 
3 3.68 88.7 
Faeces D 1 5,09 140.6 
7.—8. Tag 2 5,29 98.3 
3 4,60 91,8 


Tab. Ll. Gallenfistel-Tiere: Gewichte der getrockneten Faeces und Mengen der 
daraus isolierten Gesamtfettsauren. 








Tier Nr. | 4 |} 5 | 6 | 7 8 9 
Periode 1 
1.—4. Tag 
g Faeces . . . 2,20 3,10 1,10 1,62 1,05 





mg Fettsauren. | 462.6 239,1 191,4 289.8 146.4 


Periode 2 
5.—6. Tag 
g Faeces . . 3.42 0.70 1.56 
mg Fettsauren. | 476.4 110,8 273;0 
Periode 3 


io. Tag 


gy Faeces . .. 3.50 1.80 
mg Fettsauren. | 433.3 232, 1 


Periode 4 
9.— 11. Tag 




















g Faeces 2... 6.70 1,46 
mg Fettsaiuren. | 622,1 124,9 — 


Kine Zusammenstellung der mengenmaBigen Erucasdure-Werte (mg total) 
it in Tab. 12 gegeben. 

Die toten Gallenfistel-Tiere wurden nach Entfernung der Eingeweide zer- 
kleinert und gleichfalls mit alkoholischer Lauge verseift. Fettsauremengen und 
prozentualer Fettsiuregehalt, bezogen auf eingeweidelose Tiere, sind wieder tabel- 
larisch dargestellt (Tab. 13). 
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Tab. 12. mg Erucasiure in den Faecesfettsauren. 





Tier Nr. ; 5 f 6 7 





22,6 
17.4 
20,6 
18,1 





Vor der 
Operation - 1,91 | 0,261 0 | 0.4% 


























Tab. 13. Gesamt-Fettsiuren aus den Tierkérpern (ohne Organe), 


Tier Nr. ; 6 | 7 | 8 | 








Fettsiuren ing... . . 2; 9,6: 9,30 | 18,41 18.81 
Fettsauren in % des auf- : 
gearbeiteten Tiermaterials| 6,4 5,5 6,3 9,0 9,6 4,1 

Aus dem vom Inhalt abgetrennten Magen-Darmtrakt erhielten wir h 
Tier Nr. 4—8: 164,3, 124,9, 89,0, 123,0 und 98,7 mg Fettsauren. 


Diskussion der Ergebnisse 


MiBige Gaben von Rapsél mit einer gewohnlichen Diat fiihrte 
hei Ratten zu einer Signierung ihres Depotfettes durch Erucasaure 
Wihrend dieser Rapsdlfiitterungsperiode wiesen die Faeces einen hohen 
Gehalt an Erucasiure auf, die aber nach Gaben von Olivenél durch das 
Uberwiegen desselben im Verdauungstrakt praktisch verschwand 
Wurden diese Tiere nun mit reichlichen Mengen eines fettarmen Futter 
ernihrt, so enthielten die Faeces wihrend einer 8-tiigigen Versuch: 
periode nach Verseifung im Mittel 2,6% Fettsiuren, die zu 6,1—13,8", 
(Mittel 9.6°%) aus Erucasiure und im Mittel zu 17,6°% aus Stearinsaur 
hestanden. Die Befunde beweisen eindeutig, da auch unter villig 
normalen Ernihrungsbedingungen bei gesunden Tieren eine Sezer: 
nierung von Koérperfett in das Darmlumen erfolgt. 

Bei den Gallenfistel-Ratten wiesen nach dem Tode, der friihestens 24 
spiitestens 31 Tage nach Beginn dieser Fiitterung herbeigefiihrt wurd 
oder eintrat, die Kérperfettsiuren 2,8—12,3%, Erucasiiure auf. Vor der 
(iallenfisteloperation wurde Olivenél verfiittert. Aus der Analyse de 
Faeceslipide dieser Versuchsperiode (vgl. Tab. 14) geht hervor. da sie 


Tab. 14. Zusammensetzung der Faecesfettsiuren am Tage vor der Gallenfiste: 
operation nach Olivendlfiitterung. 


Tier Nr. | 6 








Gesamtfettsauren . 
Stearinsaure ; 
Palmitin- und Olsaure 
Linol- u. Palmitolein- 
saure 

Erucasaure 
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pei Tier +, 7 und 9 praktisch keine, bei 5, 6 und 8 nur geringe Mengen 
Erucasiiure enthielten. Die Stearinsiiuregehalte sind mit einer Aus- 
nahme denjenigen des Depotfettes ahnlich. Die in der Folge auch bei 
yilliger Abwesenheit der Galle vom Darm festgestellte Ausscheidung 
yon Erucasiure enthaltendem Faecesfett kann daher nicht durch im 
Verdauungstrakt noch vorhanden gewesenes Raps6l bedingt sein. 

Eine Gallenfisteloperation bedeutet einen nicht unwesentlichen Ein- 
oriff, Die Tiere miissen anschlieBend in kleinen Kafigen mit geringer 
Bewegungsfreiheit gehalten werden. Wir haben daher wihrend der 
Dauer der Gallenableitung nicht eine synthetische, fettfreie, sondern in 
Beriicksichtigung der geringen FreBlust operierter Tiere eine fettarme 
normale Didit verfiittert, aus der sich durch Verseifung von 100 g etwa 
500mg Fettsiuren isolieren lieSen. Daraus berechnet sich die tigliche 
Fettzufuhr fiir ein Tier bei nur maBigem oder geringem Futterkonsum 
auf héchstens 50 mg. 

Trotzdem war der Fettsiiuregehalt der Faeces nicht unerheblich 
wd betrug fiir die ersten vier Versuchstage 7,7—21,0, dann 13.9—17.5 
(5. und 6. Tag), schlieBlich 12,4 und 12,9 (7. und 8. Tag) und 8,6 und 
9.3% (9.—l1. Tag). Daraus ergibt sich ein Mittelwert von 14% gegeniiber 
4°, vor der Operation bei fettreicher bzw. 2,6° bei den Normal-Tieren 
bei fettarmer Ernahrung. Auch die Fettsiiurezusammensetzung unter- 
schied sich deutlich von derjenigen vor der Fisteloperation oder der- 
jenigen des Depotfettes. Auffallend ist der starke Anstieg des Stearin- 
siuregehaltes, der wahrend der ersten, 4 Tage dauernden Versuchs- 
periode bei allen sechs Ratten ziemlich einheitlich mehr als 40°, betrug. 
auch am 5.—6. Tag noch auf dieser Héhe blieb und erst bei weiterem 
Bestehen der Fistel etwas absank. Vielleicht handelt es sich dabei um 
ee Diskriminierung der Stearinsiure aus dem Nahrungsfett bei der 
Resorption, ein Vorgang, der sich bei einer Riickresorption des in das 
Darmlumen sezernierten Fettes wiederholen kénnte. Andererseits war 
auch in Betracht zu ziehen, daB bei dieser Kérperfettsezernierung in das 
Darmlumen die Stearinsiure bevorzugt beteiligt sein kénnte. 

Bei allen Tieren fanden wir im Verlaufe einer jeden Versuchs- 
periode in den Faeceslipiden Erucasiure (vgl. Tab. 12), und zwar 
betrigt ihr Gehalt auch noch im Zeitpunkt der Versuchsbeendigung 
prozentual ein Vielfaches dessen, was im Koérperfett nachweisbar war. 
Nachdem die Erucasiure nur aus dem Kérperfett stammen kann und 
ils Nahrungskomponente vollig auszuschlieBen ist, diirfte an einer 
wesentlichen Sezernierung von endogenem Fett in das Darmlumen nicht 
gezweifelt werden. Das Korperfett gelangt wohl in seiner urspriinglichen 
/usammensetzung in den Darm und wird erneut resorbiert. Dieser 
Vorgang ist beim Fehlen der Galle erschwert und bleibt auf die Fett- 
siuren mit niedrigem Schmelzpunkt beschrinkt. Im Faecesfett miissen 


'demnach Stearin- und Erucasiiure vermehrt in Erscheinung treten. 


Diese Annahme la&t sich auch auf Grund der Analysen der Fettsiuren 


| «us der Darmwand begriinden (vgl. Tab. 7). Hier fanden wir ahnliche 
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Eruca- und Stearinsiiurewerte wie fiir das Depotfett. Die Fei tsiure. 
zusammensetzung der Lipide aus dem sorgfiltig gereinigten Verda uungs. 


trakt entspricht weitgehend derjenigen der Depotfettsiuren, ist abe; | 


vollig verschieden vom Aufbau der Faeceslipide. Finde eine sclektiy 
Sezernierung von Glyceriden der Eruca- und Stearinsiiure statt, s 
miiBten dieselben auch im Fett der Darmwand vermehrt erscheinen 

Die mitgeteilten Befunde beweisen mit aller Deutlichkeit ein 
Sezernierung von Koérperfett in das Darmlumen, die auch unter villig 
normalen Bedingungen und fettarmer, aber reichlicher Ernahrurig statt. 
findet. Die Faeceslipide setzen sich bestimmt aus einem grofen Teil 
durch Riickresorption modifizierten Depotfettes zusammen neben offen. 
bar auch aus der Nahrung stammenden Anteilen. Ob die Darmbakteriey 
mengenmiBig entscheidend zu den Faeceslipiden beitragen, diirfte 
fraglich sein. Bei Gallenfistel-Tieren stellten wir unter sonst villig 
gleichbleibenden Bedingungen des Experimentes hohe Gehalte der 
Faeces an Lipiden fest, die sich zu einem Hauptteil aus Stearinsiiure 
und wiederum wesentlichen Mengen Erucasiiure aufbauen. Die villige 
Fernhaltung der Galle vom Darm begiinstigt die Fettsezernierung in das 
Darmlumen offenbar stark, beeintrichtigt indessen aber auch. seine 
Riickresorption, was sich besonders fiir die Komponenten mit héhere: 
Schmelzpunkten auswirkt. Die Darmwand ist zweifellos beidseitig fii 
Lipide permeabel, wobei unter normalen Bedingungen das Gleichgewicht 
stark nach der Seite der Resorption verschoben ist, die Riicksezer. 
nierung aber stiirker in Erscheinung treten kann, wenn etwa die Galle 
fehlt. Faeceslipide bestehen in einem wesentlichen Ausmaf aus modifi. 
ziertem Korperfett. 


Zusammenfassung 


Wir verabreichten Ratten zur Anreicherung der Ko6rperfette a 
Erucasiiure lingere Zeit tiiglich 2—3 ml Rapsél. Nach anschlieBender 
normaler, fettarmer Nahrung ergab die Verseifung der quantitativ ge 
sammelten Faeces 2,6°, Gesamtfettsiuren, die zu 9.6% aus Erucasiur 
und zu 17,6°% aus Stearinsiure bestanden (Mittelwerte). 

Wurde bei analog gefiitterten Ratten die Galle durch Anleguy 
einer Gallenfistel nach auBen abgeleitet, so erhielten wir durch Ver 
seifung der Faeces (13 Proben) 14% Fettsiiuren mit 10° Erucasiur 
und 37.6% Stearinsiiure. 

Das Fettsiiuregemisch aus den KG6rperfetten dieser Gallenfisteltier 
setzte sich aus 6.5°% Stearin-, 68,39 Palmitin- und Olsiure, 19.9° 
Linol- und 5,0°, Erucasiiure zusammen. Mit der abflieBenden Gall 
fand keine Ausscheidung von Erucasiure statt. 

Unsere Versuche bewiesen unter vollig normalen  Erniihrung- 
bedingungen eine in das Darmlumen erfolgende Sezernierung von K6rpe 
fett und dessen anschlieBende partielle Resorption unter Bevorzugut 
der Fettsiiuren oder Glyceride tieferen Schmelzpunktes. Bei Abweser- 
heit der Galle tritt diese Sezernierung stirker in Erscheinurg. Da di 
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siiure. | Resorption indessen erschwert ist, enthalten die Fettsiuren aus den 
ungs. | Faeceslipiden viel mehr Stearinsiure und stets wesentlich héhere Ge- 
aber | halte an Erucasiiure als das Fett der Darmwand oder der Depots. 
ktive |. Die faeceslipide bestehen bei fettarmer Ernaihrung neben nicht zur 
bt» 8 Resorption gelangtem Nahrungsfett aus modifiziertem Kérperfett. Bei 
sinen mangelnder Gallenversorgung des Darmes tritt solches:in vermehrtem 
eine MaBe in den Faeces auf. 
villig Summary 
Statt. 
: Teil Rats have been fed for prolonged periods with daily doses of 2—3 ml. 
often. of rape seed oil in order to enrich the body fat with erucic acid. After 
Ferien subsequent feeding with a normal, fat-deficient diet saponification of the 
Liirfte faeces, collected quantitatively, gave an average value of 2.6 per cent 
villig of total fatty acids. The latter contained an average of 9.6 per cent of 
» det erucic acid and 17.6 per cent of stearic acid. Rats in which the bile was 
siiure diverted externally by the provision of a biliary fistula were fed with 
llige asimilar diet. Saponification of the faeces in 13 experiments yielded 14 per 
n das cent of fatty acids containing 10 per cent of erucic acid and 37.6 per cent 
seine of stearic acid. 
heren The mixed fatty acids from the body fat of the animals with biliary 
ig fii fistulas contained 6.5 per cent stearic acid, 68.3 per cent palmitic and 
wicht oleic acid, 19.9 per cent of linoleic acid and 5.0 per cent erucic acid. 
serer. There was no excretion of erucic acid in the bile discharged. 
Galle The experiments showed that under completely normal dietary 
odifi conditions body fat is secreted in the lumen of the intestine and is then 


partially absorbed, fatty acids and glycerides of relatively low melting 
point being preferentially absorbed. This secretion is more marked in 
the absence of bile as the absorption is then hindered. In this case the 


te an fatty acids from the faeces lipids contain much more stearic acid and 

ender erucic acid than the fat of the wall of the intestines or of the depot. 

iv ge In the case of a fat-deficient diet the faeces lipids consist of modified 

saline body fat together with dietary fat which has not been absorbed. When 
the supply of bile to the intestine is inadequate the body fat appears in 

egung increased amount in the faeces. 
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Versuche mit einem einfachen kolorimetrischen 
Bestimmungsverfahren iiber das Verhalten von Adrenalin 
und Vitamin C in der Nebenniere nach Insulingaben * 
Von 
Heinrich Karg 


Aus dem Institut fiir Physiologie und Ernaihrung der Tiere der Universitat Miinchen 
(Vorstand: Prof. Dr. Dr. Johs. Briiggemann) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Januar 1956) 


Von den beiden in den Nebennieren in hoher Konzentration vor. 
handenen Wirkstoffen Adrenalin und Vitamin C kommt Adrenalin 
ausschlieBlich im Markteil der Driise vor, wihrend Vitamin C sowoll 
im Mark als auch in der Rinde nachzuweisen ist, wobei bei den meiste: 
Tierarten der Rindenanteil iiberwiegt. Bekanntlich besteht eine funk. 
tionelle Beziehung zwischen dem Ascorbinsiuregehalt und der Rinden. 
aktivitaét, erfolgt doch bei akuter Stimulierung durch corticotrope 
Hormon (ACTH) ein temporirer Ascorbinséiureabfall!. Auch der Mark. 
ascorbinsiure spricht man eine besondere physiologische Funktion 2 
soll sie doch fiir das Adrenalin oxydationsschiitzend wirken?. 

Bei Insulinhypoglykamie reagiert nun das Nebennierenmark (NNM) mi 
einer erhéhten Sekretion von Adrenalin. Darauf hatte schon Cannon? aufmerksan 
gemacht. Hillarp* konnte zeigen, daB diese Adrenalinausschiittung bei nicht ent. 
nervter Nebenniere vonstatten geht. DaB dabei das eigentliche Adrenalin die we 
sentliche Rolle spielt, wahrend Noradrenalin durch Insulin weniger beeinflult 
wird, konnte von mehreren Autoren® nachgewiesen werden. In diesen Arbeitei 
findet man auch quantitative Angaben iiber den zeitlichen Verlauf der Adren: 
linsekretion. Aus anderen Befunden geht hervor®, daB eine engere Korrelatio 
zwischen Blutzuckerniveau und Adrenalinsekretion des NNM besteht. 

Eine Wirkung von Insulin auf die Nebennierenrinde wurde auch scho 
friihzeitig? notiert, die beschriebenen Strukturveranderungen dann als Lipoit 
verluste® gedeutet. Cholesterin- wie auch Ascorbinséure-Abfall in der NN konnte. 
Sayers und Mitarbb.! spater sinngem&B als NNR-Reaktion beim Stress nachweist!. 


* Diese Arbeit konnte dank der Unterstiitzung der Deutschen Forschung: 
gemeinschaft ausgefiihrt werden. 

1 G. Sayers, M. Sayers, T. Liang u. C. Long, Endocrinology 87, 96 [194). 

2 E. Abderhalden, Fermentforschung 16, 24 [1936]. 

3 W. Cannon, M. McIver u. 8. Bliss, Amer. J. Physiol. 69, 46 [1924]. 

1 N. Hillarp, Acta anat. [Basel] Suppl. IV—II, 3, 153 [1947]. 

5 J. Burn, D. Hutcheon u. R. Parker, Brit. J. Pharmacol. Chemotherap 
5, 417 [1950]; A. Outschoorn, Brit. J. Pharmacol. Chemotherapy 7, 605 [1982 
B. Hékfelt, Endocrinology 58, 536 [1953]. 

6 H. Duner, Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforsch. 7, 128 [1955]. 

7H. Poll, Med. Klinik 25, 1713 [1925]. 

8 R. Kahn u. F. Miinzer, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 
521 [1927]. 
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Es ist bekannt®, daB Adrenalin auch einen Ascorbinsaure-Abfall in Ratten- 
nebennierch verursacht (nicht aber bei hypophysektomierten Ratten). Nach 
Gershberg und Long?® bewirkt Insulin nur dann den Ascorbinsiureabfall, wenn 
nicht der Hypoglykamie durch Glucoseverabreichung vorgebeugt wird. 

Es wird daher als Ursache des Insulin-Stress die indirekte Wirkung tiber das 
Adrenalin diskutiert (entsprechend etwa der Adrenalin-Theorie der ACTH-Abgabe 
durch die Hypophyse!!, also etwa nach der Reaktionsfolge: Insulin — Blutzucker- 
senkung — Adrenalin — ACTH — Ascorbinsaéure-Abfall). : 

Demyegeniiber konnten Gordon und Hodges? zeigen, daB der Stress- 
Mechanismus nicht unbedingt iber eine NNM-Sekretion verlaufen muB. So konnte 
zum Beispicl ein Ascorbinséureabfall in den NN nach Insulin auch nachgewiesen 
werden, wenn die Driisen vorher entmarkt worden waren. 

Aus dem vorstehenden ist ersichtlich, daB Interesse besteht. in 
weiteren Arbeiten die Bedeutung und Korrelationen der beiden ge- 
nannten Wirkstoffe der Nebenniere zu kliren. Besonders wertvoll wire 
dabei die Auswertung nach beiden Richtungen am gleichen Versuchs- 
material. In ihnlichem Sinne hat bereits Vogt!* Untersuchungen der 
corticalen und medulliren Insulinwirkung angestellt. So konnte sie mit 
histochemischer Technik die Insulin-Grenzdosis fiir Lipoid- bzw. Adre- 
nalinverlust ermitteln. (In einigen Fillen konnte sie durch Adrenal- 
entnervung die Lipoidverluste inhibieren.) Leider erlauben hist ochemische 
Auswertungen quantitative Gehaltsaussagen nur in sehr beschrinktem 
Umfange. Neuerdings ist von Briiggemann und Mitarbb.'4 ein kolori- 
metrisches Verfahren mitgeteilt worden, das erlaubt, in einem einfachen 
Arbeitsgang sowohl den Ascorbinsiiure- als auch den Adrenalingehalt in 
tattennebennieren zu bestimmen. In der vorliegenden Arbeit soll nun 
dargetan werden, ob dieses neuartige Bestimmungsverfahren geeignet ist. 
in entsprechenden Versuchen Verwendung zu finden. 


Methodik 


Die Untersuchungen wurden an Ratten vom Sprague-Dawley-Stamm durch- 
gefiihrt. Die Tiere waren vorher auf gleichartiges Futter (Standardkost der Firma 
Latz) gesetzt worden und gelangten bei einem Gewicht von 90— 120 g zum Versuch. 
nachdem sie tiber Nacht ausgeniichtert waren. In einem Arbeitszang wurden 
jeweils 3 Tiere (= 6 Nebennieren) untersucht, wovon gewohnlich ein Tier als 
Kontrolltier diente. Je nach Variation der Ergebnisse wurden 5 bis 10 Ratten 
pro Versuchsgruppe zugeteilt; von jedem Tier wurden beide Nebennieren ge- 
trent auf ihren Adrenalin- und Ascorbinsaéuregehalt untersucht. Die Tétung 
der Tiere erfolgte durch Dekapitieren. Die Driisen wurden sorgfaltig vom umgeben- 
den Gewebe befreit, sofort auf ?/,) mg genau gewogen und dann in Trichloressig- 
siure fiir die chemische Untersuchung iiberfiihrt. 

Der folgende Arbeitsgang entspricht dem .,Celite’’-Verfahren zur Ascorbin- 
siure- bzw. Adrenalinbestimmung in NN von Ratten, wie es in einer friiheren 


°C, Long u. E. Fry, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 59, 67 [1945]. 

 H. Gershberg u. C. Long, J. clin. Endocrinol. 8, 587 [1948]. 

1 R. Abderhalden, Die Hormone, 8. 117, Springer 1949. 

2 M. Gordon, Endocrinology 47, 13 [1950]; J. Hodges, J. Endocrinology 9, 
342 [1953]. 

8M. Vogt, J. Physiology 106, 394 [1947]. 
_ J. Briiggemann, H. Karg u. O. Kappeler, Vitamine u. Hormone, 
7, 200 [ 1956). 
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Mitteilung ausfiihrlich beschrieben wurde™. Wir konnten feststellen, dab nic 
nur die Ascorbinsiure (nach Oxydation) nach Erwarmen mit 2.4-Dinitropheny| 
hydrazin in Schwefelsiuremilieu einen fiir ——— Kolorimetrie verwendbar 
Farbton entwickelt !® (modifiziert nach |. ¢.18), sondern daB auch das Adrenalin jy 
gleicher Weise einen Farbton mit einer ssotiliaaiins Extinktion bei 520 mx bilde 


der auf Grund der linearen Beziehung zwischen Dosis und Extinktion eine, quant. 
tative Adrenalin- Bestimmung erlaubt. Als neuer Befund sei hier angefiihrt. daB da 
Noradrenalin dabei in entsprechender Weise wie das Adrenalin reagiert (was nic; 


anders zu erwarten war, da ja der Unterschied nur im Fehlen der Methylgrupp 


gegeniiber dem Adrenalin besteht). Im Gegensatz zur Ascorbinsaure entsteht dy 
Farbkomplex des Adrenalins aber bereits sofort bei Zimmertemperatur, wahren( 


fiir die Bildung des Farbkomplexes fiir die Vitamin-C-Bestimmung eine bestimmt 
Erwarmungszeit und -temperatur vonnoten ist. Bei gleichzeitiger Anwesenheit vo) 
Adrenalin und Ascorbinsiure entsteht beim Erwarmen ein Additionswert, von de 


der Adrenalinwert (= nicht erwirmte Parallelprobe des gleichen Extraktes) a}. 


gezogen werden kann, woraus der eigentliche Ascorbinséurewert resultiert. 
Hinsichtlich der Erwairmungsvorschrift bei der Vitamin-C-Bestimmung 


hier erganzend mitgeteilt, daB die von Mayer und Mitarbb.!® vorgeschlavene wi 


von uns tibernommene™ Kurzzeiterhitzung (5 Min.) ganz exakte, auf Sckund 


genaue Versuchsdurchfiihrung verlangt. Sollten demgegeniiber praktische }. 


denken bestehen, so kann natiirlich auch bei niedrigerer Temperatur, z. B. 80°, di 
mittels Thermostats einstellbar ist (im Gegensatz zur ,,Siedetemperatur*’, die auc 


barometrischen Druckschwankungen unterliegt), bei entsprechend langerer I. 


wirmungsdauer gearbeitet werden (was natiirlich eine eigene Eichung erfordert 

Da das Tiermaterial hinsichtlich des Kérpergewichtes ziemlich ausgegliche 
war, die GréBen der NN aber gewichtsmaBig wesentlichere Unterschiede zeigter 
erfolgte die Angabe der Ascorbinsiéure-Werte und auch die der Adrenalin-Wer: 
zum besseren Vergleich in Relation zum Driisengewicht. Da nach den cinleitent 
angefiihrten Versuchen das Noradrenalin in den Rattennebennieren nur eit: 
quantitativ untergeordnete Rolle spielt, insbesondere aber die Reaktion bei Insulii. 
Gaben vornehmlich durch Adrenalin reprisentiert wird, ist der gewonnene Wer 
bei den folgenden Versuchsergebnissen einfach als (Gesamt-)Adrenalin (richtige 

Katecholamine) bezeichnet worden. 
_ Soweit Blutzuckerwerte ermittelt wurden, wurde das erforderliche Blut bei 
Ausbluten gewonnen und der Glucose-Wert mit Anthron bestimmt?’. 

Es fanden folgende Praparate Verwendung: 

Insulin-Hoechst *, ACTH (Acethropan)*, Adrenalin krist. und Noradrenali 
krist. (Fa. Th. Schuchardt, Miinchen). Die Applikation bei Versuchstier 
erfolgte jeweils durch subcutane Injektion. Die Dosierung wurde jeweils auf 1): 
Koérpergewicht der Ratte bezogen. 

Versuchsergebnisse 

Zuniichst wurde der zeitliche Ablauf der Insulinwirkung auf de 
Ascorbinsiiure- und Adrenalingehalt der Rattennebennieren fet 
gestellt. 4 TE Insulin wurden an Ratten der angegebenen Tierauswal 
verabreicht, diese nach 15, 30, 60, 90 und 120 Min. getétet und unte: 
sucht. Die Ergebnisse sind der Tab. 1 zu entnehmen. i s zeigte sich, dal 
der Blutzuckerabfall dem der beiden Nebennierenwirkstoffe vorauseil 


> J. Roe u. C. Kuether, J. biol. Chemistry 147, 399 [1943]. 
16 K, Mayer, C. Haselbach u. R. Boissonas, Helv. chim. Acta 39, 17 
[1952]. 
17 §, Prokhovnik u. J. Nelson, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 31, 7 
[1953]. 
* Diese beiden Priparate wurden uns von den Hoechster Farbwerk 
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. 
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Nach 30 Min. ist die Ascorbinsiiure signifikant abgefallen (P — < 0,1°,), 
der Wert vermindert sich weiter bis zu 42%, des Ausgangswertes nach 
120 Minuten. Die Abnahme des Adrenalin-Wertes ist nach diesen Ergeb- 
nissen nach 30 Min. gesichert (P = 2%), nach 60 Min. gut gesichert 
(P=0,5°,,). Auch hier erfolgt ein weiteres Absinken bis zum 120 Min.- 
Wert. 

Tab. 1. Wirkung von 4 E Insulin auf Nebennieren-Adrenalin und -Ascorbinsaure in 

Abhangigkeit von der Zeit. 








, Ascorbins.- , Adrenalin- 
: Ascorbins.- ‘ Adrenalin- ; 
Minuten ‘ Gehalt der : Gehalt der Blut- 
Gehalt der : Gehalt der = ; ; 
nach : : Nebenniere = : Nebenniere zucker 
: Nebenniere es Nebenniere a Fe 
Insulin sc. y 0/ o £E- y O o &E- Mg ‘6 
mg /o Ausgangswert ME 10 Ausgangswert 
Ausgangswer Ausgangswer 
0 423 + 11 100 132 + 4,7 100 75 
15 429 + 24 10] 122 + 6,8 92 40 
30 292+ 6 69 1t2 5,5 85 
60 231 + 11 55 107 + 5,5 78 35 
gO 205 + 23 48 87 +. 4,5 66 
120 179 + 8 42 61 + 4,9 46 36 

















Nach 2Stdn. treten gewohnlich die klinischen Symptome (hypo- 
glykimische Kriimpfe) bereits stark in Erscheinung, bei Fortdauer des 
Versuches tritt bald Exitus ein. Niedrigste ..Adrenalin’‘-Werte von 
30mg®, konnten wir in Einzelfillen noch nach 150 Min. ermitteln. 
Bei einer Versuchsreihe wurde nach Eintritt der Krampferscheinungen 
den Tieren Glucose verabreicht. Von diesen behandelten Tieren wurden 
dann die Werte des Wiederanstieges von Adrenalin und Ascorbinsiiure 


‘ermittelt. Es zeigte sich, daB die Ascorbinsiiure in den Nebennieren 


eher regeneriert wurde (Anstieg besonders nach 10—1l2 Stdn.) als das 














Min eee Star _ 
Abb. 1. Zeitlicher Verlauf der Insulinwirkung auf Nebennieren- Adrenalin (—-— -) 
und -Ascorbinséure (—~——) sowie auf den Blutzucker (—_ ). 
lib 
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Adrenalin. Die Normalwerte von Adrenalin wurden nach 16 Stdi. noe 
nicht wieder erreicht (siehe Abb. 1). 

In den folgenden Versuchen sollte nun die Bedeutung der Insulindosi 


fiir das Verhalten von Ascorbinsiiure und Adrenalin in der Nebennier - 


ermittelt werden. 2 Stdn. nach Injektion bestimmter Insulin:nenge; 
wurden dabei die Ergebnisse erzielt, die in Tab. 2 aufgenommen wurde; 


Tab. 2. Wirkung von Insulin nach 120 Min. auf Nebennieren-Adrenalin wy 
-Ascorbinsiure in Abhangigkeit von der Dosis. 








a a Ascorbinsaure- Adrenalin- Adreualin. 
eh | teal dee Gehalt der Gehalt der Gehalt der 
Ki } ‘ite re eee Nebenniere Nebenniere Nebetiniere 

Jinheiten Ne - hier o/ pe. mg % o op, 
mg 10 Ausgangswert Ausgangswert 

0 42: 1] ~ 100 132+ 4,7 100 

0,005 370 27 88 133 -+- 15,3 10] 

0,02 263 + 25 62 116 + 12,7 s8 

0,05 262 -- 24 62 63 + 16,5 47 

] 178 1] 42 50 + 6,0 38 

+ 179 8 42 61-+ 4,9 46 

10 175+ 9 41 55+ 7,4 42 














Der Abfall des Vitamins ist bereits nach der Gabe von 0,021 
Insulin signifikant (P< 0,1°). Die Sekretion des Hormons aus seine’ 
Driise ist erst bei 0,05 [IE so eindeutig festzustellen (P = 0,1°,). Be 
der Dosis von 1 1E Insulin werden die Minimalwerte erreicht, eine 
weitere Dosissteigerung hat keine Wirkungssteigerung mehr zur Folge 
Die Stufe der Ascorbinsiiuregehalte in den Nebennieren zwischen 62' 
des Ausgangswertes (bei 0,05 LE und 0,02 LE Insulin) und 42°, (be 
11E Insulin und dariiber) ist mit P= 2,7% noch gesichert. Orie 
tierende Versuche mit dazwischen liegenden Dosierungen ((),2 IE 
0,1 IE Insulin) zeigten so groBe Ergebnisschwankungen, da® wir au 
weitere Auswertungen verzichtet haben. 


Tab. 3. Wirkung von Insulin nach 60 Min. auf Nebennieren-Ascorbinsiiure wi 
-Adrenalin, wobei der Blutzuckerspiegel durch 4 x 150 mg Glucose eingestellt wurd 














ee ee Ascorbins.- iieadin. Adrenalin- 
oe # Gehalt der j : Gehalt der Blut- 
sates Gehalt der a : Gehalt der r . ; 
Applikation ' . | Nebenniere } 4; 3 Nebenniere |  zucker 
Nebenniere a Nebenniere > 
mg ® /0 £¢- mg O/ /0 gg. mg 
Pe Ausgangsw. 70 Ausgangsw. 
600 mg Gluc. 453 17 107 133 +. 2,0 101 249 
(60 Min. 
600 mg Gluc. 410 20 97 123 -+ 9,0 93 109 
/60 Min. 
1 E Insulin 
1 IE Insulin 230 +- 1 54 93 + 1,0 71 3] 
0 423 +- 11 100 132 + 4,7 100 75 


Aus den Versuchsergebnissen der Tab. 
durch Aufrechterhaltung des Blutglucosespiegels, wie es hier bei eit 
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Gruppe durch Glucoseinjektionen im Abstand von 15 Min. geschah, die 
Insulinwirkung nicht mehr eindeutig in Erscheinung tritt. Von den 
Werten dieser Tabelle sind nur die Gehaltsverminderungen der Insulin- 
Kontrollgruppe (1 LE Insulin 60 Min.) gegeniiber den Ausgangswerten 
signifikant (P fiir Ascorbinsiure und Adrenalin jeweils < 0,1°%). 

In abschlieBenden Versuchen sollte an Hand unserer Methode 
vezeigt werden, wie die parenterale Substitution von Adrenalin bzw. 
Noradrenalin die Insulinwirkung beeinfluBt. 

Der Ascorbinsiiureabfall bei Adrenalin und Noradrenalin entspricht 
dem bei ACTH-Zusatz (P <0,1%). Bei Insulin, mit und ohne Adrenalin 
baw. Noradrenalin, ist die Gehaltsminderung wieder um eine Stufe 
stiirker ausgepriigt. Diese Stufenhohe selber, z. B. zwischen den Gruppen 
_Adrenalin‘’ und ,,Adrenalin — Insulin‘, ist mit P = 2.2%, deutlich. 
Die Auswertung der Adrenalin-Ergebnisse der Gruppe ,,Insulin 
Noradrenalin®’ machte Schwierigkeiten. Etwa die Halfte der Tiere 
reagierte wie die Insulin-Kontrollgruppe (Abfall des Adrenalin-Wertes 
sehr gut gesichert, P <0,1%), die andere Hilfte der Gruppe entsprach 
der Gruppe ,.Adrenalin +- Insulin“, zeigte also hinsichtlich des Adrenalin- 
gehaltes der Nebennieren keine signifikanten Werterniedrigungen. 
Daher erfolgte getrennte Angabe bei den Ergebnissen der genannten 
Gruppe. 

Tab. 4. Wirkung von Adrenalin und Noradrenalin mit und ohne Insulin sowie von 
ACTH auf Ascorkinsaéure- und Adrenalin-Gehalt von Nebennieren nach 120 Min. 




















Ascorbins.- | Ascorbins.- | 4 arenalin- Adrenalin- 
’ Gehalt der ; Gehalt der 
See Gehalt der = : Gehalt der |. : 
Applikation 7 x Nebennieren | ,- : Nebennieren 
Nebenniere o% pg Nebennieren °/ op 
i) 0 ad 0 0 a 
mg “0 Ausgangsw. mg Ausgangsw. 
0 423 + 11 100 132 + 4,7 100 
400 » Adrenalin 236 +. 14 56 174 + 12.6 132 
400 » Noradrenalin . 238 +. 22 56 164 - 16.3 124 
4 E Insulin 1799 + 8 42 61— 4,9 46 
4) » Adrenalin 
+4EInsulin ... 178 +- 11 42 121+ 9,0 92 
40) » Noradrenalin 180 4+- 7 43 / 66+ 4,9 | 50 
4 E Insulin ; \124+ 7,6 {94 
NORAD. ess. sa, 241 |. 6 a7 | 111 9,8 84 





Diskussion 


Die mit urfserem Verfahren gefundenen Adrenalinwerte in den 
Rattennebennieren sind durchaus in Korrelation zu bringen mit den 
mit anderen Methoden gemessenen Werten!’. Es ist dabei noch zu 
hbedenken. da wir zwischen Adrenalin und Noradrenalin nicht unter- 
scheiden konnten. Wie wir aber aus den genannten Arbeiten wissen, 


18 nach von Euler, zit. in 1. ¢.§ 
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macht der Noradrenalinanteil rund 14° beider Hormone im NN\! 
der Ratten aus. Da das Noradrenalin nicht gleichsinnig mit dem dren. 
lin auf Insulin reagiert (s. Einleitung), wird unser Gesamtadrenalinwer 


den eigentlichen Adrenalinwert beim Abfall dieser einen Kom ponent - 
relativ etwas héher wiedergeben. Es sei aber auch darauf hinge\wiesey | 


daB Adrenalinkonzentrationsangaben fiir Rattennebennieren stark 4 
das Tiermaterial gebunden sind. Bei iilteren Tieren mit schverere; 
Nebennieren, insbesondere aber bei weiblichen Tieren, fillt der adrenalin. 
freie Rindenanteil wesentlich stiirker ins Gewicht als das Mark de 
Driise. Bei solchem Tiermaterial ist auch mit gréBeren Gesclilechts. 
unterschieden zu rechnen!®, Wir haben daher auf gleichmabige: 
jiingeres Tiermaterial besonderen Wert gelegt und hatten in de 
Hauptsache Nebennierengewichte um 8—-10 mg. 

Der besondere Vorteil unserer Methode besteht darin, daB in einer 
einfachen Arbeitsgang aus dem gleichen Extrakt einer Nebennier 
deren Gehalt an Ascorbinsiure und an Adrenalin ermittelt werden kan 
Ihre Spezifitiit konnte an Hand der hier mitgeteilten Insulinversuch 
auf physiologischem Wege bewiesen werden. Auch die Empfindlichkei 
ist noch hinreichend genug, um Wirkungsunterschiede signifikant 1 
demonstrieren. 

DaB die adrenale Insulinwirkung im wesentlichen eine mittelbare 
ist, d. h. daB sowohl der Stress wie die Adrenalinsekretion erst durch 
die Hypoglykiimie in Gang gebracht werden, ist aus den zeitliche 
Abliufen deutlich zu erkennen. In diesem Zusammenhang konnten wit 
die Befunde von Gershberg?® bestiitigen, daB die corticale Insulinwir. 
kung bei Aufrechterhaltung des Blutzuckerspiegels durch Glucosegaber 
ausbleibt (Tab. 3). Die Restitution eines entleerten Adrenalindepots wai 
16 Stdn. spiiter noch nicht erfolgt, der Vitamin-C-Gehalt erreichte bereits 
nach 12—15 Stdn. wieder den Bereich der Normalwerte (Abb. 1). 





Entsprechend den histochemischen Befunden von Vogt!* konnte 
hier gezeigt werden, daB die Grenzdosis an Insulin fiir den cortical: 
Effekt kleiner ist als fiir die medullire Wirkung. Wichtig erschein 
uns die Feststellung, daB bei der Applikation von 1 IE Insulin bereits 
der maximale Abfall an Ascorbinsiiure erreicht werden konnte, so dal 
eine Dosiserhbhung ohne weitergehende Wirkung bleibt. Diese niedrigste 
Ascorbinsiiurekonzentration (42% gg. Ausgangswert nach 120 Min. 
wurde aber nur bei den Versuchen mit Insulin (von 1 TE und mehr 
nachgewiesen. Der Ascorbinsiureabfall durch Adrenalin, Noradrenalit 
und ACTH fiihrt zu Werten einer nachweisbar héheren Stufe. Wurd 
zu Adrenalin bzw. Noradrenalin noch weiterhin Insulin hinzugegeben 
dann entsprach der Vitamin-C-Abfall dem der alleinigen Insulin- 
wirkung. Wir kénnen dieses Phinomen heute noch nicht eindeutig 
erkliren. Offensichtlich erschépft sich die corticale Wirkung des Insulin: 
bei den héheren Dosierungen nicht in der Reaktionsfolge Adrenalin— 


19 B. Hokfelt, Acta physiol. scand. 25, Suppl. 92 [1951]. 
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ACTH. Da aber die kleineren Insulindosierungen (0.02. bzw. 0.05 LE) 
einen Vitamin-C-Abfall auch zu einer vergleichbar héheren Stufe ver- 
anlassen. ist zu diskutieren, ob nicht fiir diese zwar der angegebene 
Stress-Mechanismus zur Erklirung ausreicht, wihrend infolge der 
Wirkung hoherer Insulindosierungen (Hypoglykimie) evt]. eine nervése 
deizung iiber das Zentralnervensystem erhdhten Ascorbinsiureabfall 
hedingt. Nach Weizs und Mitarbb.*° ist ja auch der Ascorbinsdureabfall 
nicht ganz unabhingig von nervésen Leitungsbahnen. Erschwert wird 


die Beurteilung der Wirkungsweise — darauf soll einmal besonders 
hingewiesen werden — dadurch, daB ja auch extraadrenales Adrenalin 


bei Insulin- Hy poglykiimie mobilisiert wird (wahrscheinlich sogar primar!) 
und sich natiirlich bei der alleinigen NN-Untersuchung nicht als erfaBbar 
yeiwt. Diese Uberlegung schriinkt auch die Beweiskraft der Versuche 
ein, bei denen mit ..entmarkten‘* Nebennieren gearbeitet wurde. 

Das im hohem UberschuB gegebene Adrenalin bzw. Noradrenalin 
reichte im Gegensatz zu Glucosegaben nicht aus. die schnell einsetzende 
Insulinwirkung auf das Nebennieren-Vitamin-C abzufangen (Abfall zur 
Stufe des Minimalwertes). Erstaunlicherweise konnte das Noradrenalin 
nur in einem Teil der Faille das Adrenalin ersetzen. Ehe auch hieriiber 
weiter diskutiert werden soll, miissen erst weitere Versuche. insbesondere 
unter Beriicksichtigung verschiedener Zeitabliufe. Klairung suchen. 
DaB Noradrenalin in so hoher Dosis allein den Vitamin-C-Gehalt er- 
niedrigt. ebenso wie Adrenalin, war ja zu erwarten, nachdem auch schon 
yon anderen Autoren?! Ascorbinsiure-Abfall und bedingte eosino- 
penische Effekte (wenn auch nicht so deutlich) von Noradrenalin nach- 
gewiesen werden konnten. 

Die ACTH-Gruppe (Tab. 4) diene in erster Linie als Standardgruppe 


‘fir die Vitamin-C-Werte. Die Adrenalinwerte streuen stark, sind daher 


nicht signifikant erniedrigt. Gewisse ACTH-Einfliisse. besonders auf das 
Noradrenalin, will Hé6kfelt?® in zeitlichem Verlauf festgestellt haben. 


Zusammenfassung 


Es wird iiber die Anwendung eines einfachen  kolorimetrischen 
Bestinmungsverfahrens berichtet. mit welchem aus dem Extrakt eine! 
Rattennebenniere in einem Arbeitsgang deren Adrenalin- und Ascorbin- 
siuregehalt hinreichend genau bestimmbar ist. Dabei konnte die corticale 
(an Hand des Ascorbinsiureverhaltens) und die medulliire (an Hand des 
Adrenalinabfalles) Insulinwirkung in ihren Wechselbeziehungen unter- 
sucht werden. 

Die Ergebnisse, die bei verschiedenen Insulindosierungen. bei ver- 
schiedener Dauer der Hypoglykimie sowie bei Zusatz von Glucose. 
Adrenalin und Noradrenalin erhalten wurden, werden diskutiert. 

*” P. Weizs, E. Glazu. T. Gati, Acta physiol. Acad. Sci. hung. 6, 331 [1954]. 

1 J. Jarrett, Brit. J. Pharmacol. Chemotherapy 6, 294 [1951]; K. Scott, 
oe 50, 585 [1952]; W. Auingeru. E. Mannheimer, Klin. Wschr. 31, 
9) JOO I. 
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Summary 


The application of a simple colorimetric method is described whic 
enables the adrenalin and ascorbie acid contents of rat supraren; 
extract to be determined in one operation with a sufficient degree ,) 
accuracy. By this means it was possible to investigate the interrelattoy. 
ship of the cortical and medullary insulin effects, determined on th 
basis of the behaviour of the ascorbic acid and the decrease in the 
adrenalin content, respectively. The results obtained with varyin 
insulin dosages, with varying duration of hypoglycaemia and_ wit) 
addition of glucose, adrenalin and noradrenalin, are discussed. 
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Bd, 304 


- Das Verhalten 
yon Triphospho-pyridinnucleotid, Flavinadenin-dinucleotid, 
Coenzym A und Thiaminpyrophosphat in Hamolysaten 
von Kaninchen-Reticulocyten und -Erythrocyten 
Von 


E.C.G. Hofmann und S§. Rapoport 
unter Mitarbeit von K. Kesselring 
{us dem Physiologisch-Chemischen Institut der Humboldt-Universitaét Berlin N 4, Direktor: Prof 
Dr. Dr. 8S. Rapoport 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Januar 1956) 


Die Schidigung der Glykolyse, die bei Hiimolyse der roten Blut- 
kérperchen eintritt, konnte auf eine Enthemmung coenzymspaltender 
Enzyme zuriickgefiihrt werden. Es zeigte sich, daB im Hamolysat 
ATP* und DPN im Gegensatz zu intakten Zellen rasch gespalten 
werden!*, Himolvse fiihrt auch zu einer Schidigung der oxydativen 
Vorginge in jugendlichen Blutzellen; ihr Wesen ist bisher noch nicht 
erkannt. Zusatz von DPN und ATP fiihrt nicht zur Wiederherstellung 
der Atmung’. Es wurde daraus und aus anderen Befunden der Schlul3 
gezogen, daB im Reticuloeyten-Himolvsat die DPN-spezifische Atmungs- 
kette und der Citronensiure-Cyclus an einer oder mehreren Stellen 
-unterbrochen ist. 

Durch diese Ergebnisse angeregt, untersuchten wir das Verhalten 
einiger. Cofermente im Hiamolysat, von denen bekannt ist, daB sie 
Schliisselstellungen im oxydativen Zellstoffwechsel einnehmen. 


Materialien und Methoden 
Die Behandlung des Blutes und die Erzeugung einer Entblutungsanamie 
erfolgte wie bereits vorher beschrieben?:*, 
]. Triphosphopyridin-nucleotid 
TPN war ein Produkt der Pabst-Laboratorien mit einer Reinheit von 80"/). 
(lucose-6-phosphat wurde nach Fant] und Anderson* und Zwischenferment 
nach Warburg und Christian® hergestellt. 


* In der vorliegenden Arbeit werden folgende Abkiirzungen gebraucht: 
DPN: Diphospho-pyridinnucleotid; TPN: Triphospho-pyridinnucleotid; FAD: 





Flavinadenin-dinucleotid; CoA: Coenzym A; TPP: Thiaminpyrophosphat; ATP: 
Adenosintriphosphat ; NSA: Nicotinsiureamid; Mb: Methylenblau. 

'T.Garzé6, A. Ullmann u. F. B. Straub, Acta physiol. Acad. Sci. hung. 
3, 513 [1952]. 

* E.C.G. Hofmann, Biochem. Z. 327, 273 [1955]. 

* E.C.G. Hofmann u. 8. Rapoport, Biochem. Z. 326, 499 [1955]. 
‘ P. Fantlu. C. M. Anderson, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 19, 117 [1941]. 
*O. Warburg u. W. Christian, Biochem, Z. 254, 438 [1932). 
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Die TPN-Bestimmung wurde nach 3 verschiedenen Methoden dure}. 
vefihrt. 

1. Im Hamolysat: In einem Erythrocyten- bzw. Reticulocyten-H imolysa 
wurde mit Glucose-6-phosphat und Methylenblau die Aktivitaét des T)N-spezi 
fischen Zwischenferment-Systems manometrisch als Sauerstoff-Absorption ge. 
messen, ’ 

2. Manometrisch im Hamolysat-Kochsaft nach Warburg, Chri. 
stian und Griese®: Die GefaiBe enthielten: 1 mg Zwischenferment, 0,05 mMo 
Na-Glucose-6-phosphat, 0,005-m. Blausaure, 0,2 ml altes gelbes Ferment ((),1-10-! 
-m.), Kochsaft aus etwa 0,11 ml roter Blutzellen bzw. ihrer Hamolysate*, End. 
volumen 2,3 ml. 

3. Spektrophotometrisch durch Reduktion des TPN mit Zwischen. 
ferment bei 340 my’: Inhalt der Kiivetten (Schichtdicke 1 cm): 0,8 ml Phosphat. 
puffer (0,l-m.; pH 7,4), 0,4 ml neutr. Na-Glucose-6-phosphat (0,045-m.), 1,2 my 
Zwischenferment in 0,2 ml 0,1-proz. Natriumhydrogencarbonat-Lésung*, die ent. 
sprechende Menge Blutkochsaft und Wasser bis zum Endvolumen von 2,0 ml. Di 
letzte Methode ist zur Bestimmung des zelleigenen TPN ungeeignet, da cin kon. 
zentrierter Kochsaft aus roten Blutzellen bei 340 my sehr stark absorbiert. Deshal! 
wurde das zelleigene TPN nur mit Hilfe der ersten beiden Methoden gemessea, it 
denen das TPN nicht Substrat, wie im optischen Test, sondern Katalysator war 


II, Coenzym A 





CoA wurde nach der Methode von Kaplan und Lipmann® bestinimt. An | 


satz: Kochsaft der intakten Zellen bzw. Hamolysate (0,3 ml), 0,3 ml Reaktions | 


mischung nach® (Zusiatze: Sulfanilamid, Acetat, ATP und Citrat), 0,08 ml frise} 
bereiteter 1-m. Natriumhydrogencarbonat-Lésung, 0,1 ml 0,1-m. Cystein-hydn- 
chlorid-Lésung, 0,25 ml des rohen, ,,gealterten“* Taubenleber-Enzyms,. Inkubation. 
zeit 2 Stdn. bei 37°, anschlieBend Zugabe von 4 ml 5-proz. Trichloressigsiure. 11 
TCE-Filtrat wurde das nicht-acetylierte Sulfanilamid nach Bratton wi 
Marshail®* mit blaugriinem Filter im Lange-Kolorimeter bestimmt. In de 
Tabellen sind als MaB fiir den CoA-Gehalt die Differenz zwischen dem Blindwer 
(Abwesenheit von zugesetztem CoA im kompletten System) und den kochsaf 
haltigen Ansaétzen angegeben, 

Eine evtl. eintretende pyrophosphatische Spaltung des CoA wurde nach 
meBbar zu machen versucht, da das rohe Leber-Enzymsystem bei Anwesenhei 
von ATP CoA aus 3.5-Diphospho-adenosin und 4-Phospho-panthetein zu tr 
synthetisieren vermag. Um eine Dephosphorylierung dieser Spaltprodukte 7 
erreichen, wurde nach der Inkubation des Hamolysates eine iiberschiissige Meng 
Prostata-Phosphatase zugesetzt und erst in dem danach hergestellten Kochsai 
CoA bestimmt. 


[Ill. Flavinadenin-dinucleotid 


FAD wurde nach Warburg und Christian! im Kochsaft der intakt 
Zellen bzw. ihrer Hamolysate mit der p-Aminoséure-Oxydase (bis zur Stufe | 
gereinigt) im manometrischen Test gemessen. 


* Die TPN-Spezifitat des Enzympraparates wurde mit 43 wg DPN in diese: 
Test-System gepriift. Es wurde keine Absorption bei 340 mz gemessen. 

6 QO, Warburg, W. Christian u. A. Griese, Biochem. Z. 282, 157 [1935 

7G. A. Le Page u. G. C. Mueller, J. biol. Chemistry 180, 975 [1949]. 

8 N.O. Kaplan u. F. Lipmann, J. biol. Chemistry 174, 37 [1948]. 


s@ A.C. Bratton u. E. K. Marshall, jr., J. biol. Chemistry 128, 537 [193! 


9 G.D. Novelli, F. J. Schmetz, jr. u. N.O. Kaplan, J. biol. Chemist! 
206, 533 [1954]. 
10 OQ. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 298, 150 [1938]. 
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Thiamin-pyrophosphat 
TPP wurde nach Lohmann! mit der Modifikation von Ochoa!* bestimmt. 
Um die Kigendecarboxylierung der Brenztraubensdure durch Hefe weitestgehend 
auszuschalten, wurde die Hefe 8mal mit der 50-fachen Gewichtsmenge 0,1l-m. 
Na,HPO,-Losung auf der Zentrifuge gewaschen. Die Zeit zwischen dem Abzentri- 
fugie ren be trug 9—11 Min., die Temperatur lag zwischen 23 und 26°, Die gewaschene 
Hefe wurde in O,1-m. Phosphatpuffer vom px 6,2 aufbewahrt. °* 
Zwischen osmotische ‘nn und Gefrier-Hamolysaten konnten keine Unter- 
schiede in der Spaltungsgeschwindigkeit der untersuchten Coenzyme festgestellt 
werden, 


Ergebnisse 
Triphospho-pyridinnucleotid 


Zelleigenes TPN: Tab. 1 zeigt das Verhalten des TPN im Erythro- 
cyten-Hiimolysat. Im Gegensatz zum DPN, das im Himolysat schon 


Tab. 1. TPN-Abbau im Erythrocyten-Hamolysat. 
Ansatz: s. Methoden J, 2. 





pl ( ),-Ab- 


Zusatze zum System : 
J sorption /h 








ohne Kochsaft . . oes eae ete eee ee este 7 
Kochsaft aus 0,11 ml ‘intakter Zellen . ee : 74 
Kochsaft aus 0,11 ml hamolys. Zellen (sofort nac h der m ‘Auftauen) , 58 
Kochsaft aus 0,11 ml hamolys. Zellen (nach 60 Min. Inkubation) 52 


innerhalb weniger Minuten nahezu vollstindig zerst6rt wird*, weist das 
TPN eine relativ groBe Stabilitit auf. Dasselbe Ergebnis erhalt man, 


wenn im Himolysat direkt die TPN-spezifische Dehydrierung von 


Abb. 1, Manometrische Messung des Zwischen- 100 
fermént-Systems in roten Blutzellen ohne NSA. \ 


38°, Gasraum: Luft; Einsatz Kalilauge. Gefrier- | 


hamolyse im Warburg-GefaéB unmittelbar vor Mal 


y 7: ] <= 
dem Versuch. Zeit des Auftauens plus Temperatur- & 
ausgleichszeit 15 Minuten. Einkippen des Mb und 5 

xc 


Substrates nach dem Auftauen. 1: Erythrocyten, © 89+—{/—+— 

2: Reticulocyten. 1 

Inhalt der GefaBe: 0,25 ml Zellen (Reticulocyten © 

eines Phenylhy drazintieres). 0,5mg Mb, 54mg =, 49 
(lucose-6-phosphat. Die Werte sind auf 1 m/Zellen 
hezogen und gegeniiber der Eigenabsorption des 
Hamolysates unter diesen Bedingungen korrigiert. 

Die Eigenabsorption des Erythrocyten-Hamoly- 20 4( 6( 

sates mit Mb und NSA ist Null. si ae 








Glucose-6-phosphat gemessen wird (Abb. 1). Diese kann man ebenfalls, 
wenn auch mit abnehmender Intensitit innerhalb einer Stunde ver- 
folgen. DPN-spezifische Dehydrierungen in Kaninchenerythrocyten- 


" K. Lohmann u. Ph. Schuster, Biochem. Z. 294, 188 [1937]. 
8. Ochoa, Biochem. J. 82, 1502 [1938]. 
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Himolysaten sind, im Gegensatz dazu, schon wenige Minuten mach de 
Himolysieren nicht mehr festzustellen’. Aus der Abb. 1 ist. \eiterhi 
ersichtlich, das Reticulocyten im Verhiltnis zu Erythrocyten ein etwa 
weniger aktives Clucose-6-phosphatdehydrase-System zeigen. Diese 
Unterschied kénnte 1. auf einem niedrigeren Gehalt an Zwischenifermey; 
der jugendlichen Zellen, oder 2. auf einer rascheren Spaltung ces TP\ 
in Reticulocyten beruhen. Aus den folgenden Ausfiihrungen geht heryo; 
daB die zweite Vermutung zutrifft. 



























Die Abb. 2 gibt die Verhiiltnisse in einem NSA-haltigen Hi molysi 
wieder. Sie zeigt, da NSA, das als Hemmstoff DPN-spaltender Enzyn 
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JL Abb. 2. Manometrische Messung des Zwische ferment. 
| | Systems in roten Blutzellen mit NSA. 
Bedingungen wie Abb. 1; Zusatz von NSA (0,04-m, 
1503-— =e 
| 
_ 
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bekannt ist, auch den TPN-Abbau hemmt. Man erkennt auBerdem au 
den nahezu iibereinstimmenden Werten zwischen: Erythrocyten- uni 
Reticulocyten-Hiimolysaten, daB die Aktivitaét des Zwischenferment: 
Systems in beiden Zellarten gleich ist. (Man beachte den verschiedene 
MaBstab in Abb. 1 und 2.) 

Zugesetztes TPN: In Tab. 2 ist die Geschwindigkeit des TP. 
Abbaues in Erythrocyten- und Reticulocyten-Himolysaten  mitei: 


Tab, 2. TPN-Abbau in Erythrocyten- und Reticulocyten-Hamolysaten. 
Ansatz: 0,2 ml urspr. Zellen; 0,47 u.Mol TPN (px 6,9); Temperatur 38°. 








Werte in uM 0 15 Min. A 15-0 
Blut mit 34°, Reticulocyten . . .. 0,47 0,22 25 
RASA Ga ss x wa ws Oe) a 0,54 0,43 11 


ander verglichen. Man erkennt, daB Erythrocyten-Himolysate das TP’ 
etwa mit halber Geschwindigkeit spalten wie Reticulocyten-Hiimolysate 
fs ist demnach bewiesen, daB die geringere Aktivitit des Zwischer: 
ferment-Systems in Reticulocyten auf intensivere TPN-Spaltung zuriic 
zufiihren ist. 
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TPN-Syvnthese im Reticulocyten-Himolysat: Tab. 3 zeigt 
die Abhingigkeit der Aktivitét des Zwischenferment-Syvstems in einem 


teticulocy ten-Hiimolysat von der Zeit der Zugabe des NSA. Vor dem 
Himolysieren zugesetzt, bewirkt es gegeniiber einem NSA-freien Hi- 


Tab. 3..TPN-Synthese in einem Reticulocyten-Hamolysat. 


ml urspr. Ze lle on, 0,02-m. NSA, 13 mg Na-Glucose-6-phosphat, : mg Methylen- 
blau, Endvolumen 2,0 ml, Manometrie-GefaB, Temperatur 38°, Gasraum: Luft. 











ul O,-Ab- 
sorption/h/ml 
Zellen 
Ohne NSA . P 79 
Vollstandiges Sy ste m, NSA v or del 2m ‘Hamolys sleren 1 zuge ge eben . 350 
I se eee She eds wy Sek bs 152 
NSA nach 40 Min. ee Se ae ee ae ee 113 
2 mg Na-ATP nach 40 Min. as ERE SR a 8 hha, ee Beh 63 
NSA und 2 mg Na-ATP nach 40 Min. ee a Ao RE ge lar ~ 360 


molysat eine betrichtliche Steigerung der Sauerstoff-Absorption. die 
mit grOBer werdenden zeitlichen Differenzen zwischen dem Himolvysieren 
und der NSA-Zugabe abnimmt. Erst bei Zusatz von NSA und ATP 
kann man — vermutlich als Folge einer unter diesen Bedingungen ein- 
tretenden TPN-Synthese — eine deutliche Erhéhung der Zwischen- 
ferment-Aktivitéit messen, wiihrend ATP allein wirkungslos bleibt 


Flavin-Adenin-Dinucleotid 


Tab. 4+ gibt das Verhalten des zelleigenen FAD im Verlauf der 
Inkubation von Erythrocyten- und Reticulocyten-Himolysaten sowie 
den relativen FAD-Gehalt von intakten Erythrocyten und Reticulocyten 
wieder. In beiden Zellarten kann man als Folge der Hiimolyse und nach 


Tab. 4. FAD in Erythrocyten und Reticulocyten. 
Himolysate wurden die angegebene Zeit bei 38° inkubiert und danach ent- 
eiweiBt (4 Min. bei 95°). Inhalt der Warburg-GefaBe: Kochsaft aus 0,33 ml 
uspr. Zellen, 150 wMol pu-Alanin (n. der 0-Ablesung aus der Ansatzbirne ein- 
gekippt), 0,3 ml FAD-freie p-Aminoséure-Oxydase n. Warburg und Christian 
(etwa 5mg Protein), 1,0 ml Pyrophosphat-Puffer (0,l-m., pH 8,3). Endvolumen 
2,6 ml, Einsatz: 0,1 ml 2-n. NaOH. Gasraum: Luft. 





Int, Zellen Hamolysat | Hamolysat 
ee oe nach 15 Min. | nach 60 Min. 





Krythrocyten 1912 2% 21 
Reticulocyten 44 47 42 


? Sauerstoff-Verbrauch in mm?’ wiihrend der ersten 10 Min. des Versuchs. Sauerstoff- Absorption 
hne Zusatz von Kochsaft 0, ohne Alanin-Zugabe mit Kochsaft ebenfalls keine Reaktion 

, * Das Enzym war nicht mit FAD gesittigt, wie durch Variation der Kochsaftmengen fest- 
gestellt’ wurde, 
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Inkubation des Hiimolysates keine Veriinderungen des FAD-bestand« 
feststellen. Bemerkenswert ist der nahezu doppelte Sauerstoff-Verbray¢ 
bei Zusatz des Reticulocyten-Extraktes gegeniiber dem Erythrocyte, 
kochsaft, der auf einen hédheren FAD-Gehalt in den jugendlichen Zelle 
hinweist. , 
Coenzym A 

CoA-Gehalt der roten Blutkérperchen: Der CoA-Gehalt, aus 
gedriickt in ,,CoA-Einheiten’ nach Kaplan und Lipmann’®, wird be 
stimmt, indem man durch Variation des CoA-haltigen Gewels-Koch. 
saftes die Siittigungskurve des acetylaktivierenden und -iibertiagende 








| os} — =| 
> ; . . 
3 | - Abb. 3. CoA-Gehalt von Erythrocyten, 
oe | Kine Erythrocyten-Suspension in — 0,9-pro: 
pelea | Natriumchlorid-Lésung wurde durch Erhite: 
¥¢ | enteiweiBt (4 Min. bei 95°) und danach dur 
aan | Veranderung der Kochsaftmengen im CoA-b 

005;-}-——_————_ stimmungstest dessen Sattigungskurve aufg 

| nommen. E des Blindwertes 0,215. 
0,4 0,8 


m/l Zellen tee 
Enzymsystems aus Taubenleber aufnimmt. Abb. 3 zeigt einen nac¢ 
dieser Methode durchgefiihrten Versuch, in dem bei Zusatz des Koch. 
saftes aus etwa 0,5 m/ Zellen die Sattigung des Enzyms erreicht wird 
dabei werden 84°, des urspriinglich zugegebenen Sulfanilamides acety. 
liert. Daraus folgt ein CoA-Gehalt von 4 Einheiten pro ml Erythrocyten 
ein Wert, der mit den Angaben von Kaplan und Lipmann? ier. 
einstimmt. 
Tab. 5. Das Verhalten des CoA im Hamolysat von Normalzellen. 


Hamolysat wurde die angegebene Zeit bei 38° inkubiert und anschl. 2 Min, ii 
siedendes Wasser gebracht. Nach dem raschen Abkiihlen wurden 0,4 ml des Koch: 
saftes (etwa 2 Einheiten CoA) mit 5 Kinheiten Prostata-Phosphatase 60 Min, be 
38° gehalten (px 4,6) und danach wieder 4 Min. in kochendes Wasser gebrachi. 
In diesem Kochsaft wurde das CoA bestimmt. E des Blindwertes 0,185. 











AE zum 

Blindwert 
0,1 ml intakte Zellen ee eee ee 0,065 
0,1 ml intakte Zellen mit Phosphatase. . . 0,067 
0,1 ml Haimolysat sofort nach Auftauen . . 0,069 
0,1 ml Hamolysat nach 60 Min. Inkubation 0,062 


Aus Tab. 5 ist ersichtlich, daB der CoA-Gehalt im Verlauf der In- 
kubation des Hiimolysates sich nicht verindert. Unterschiede zwischei 
Reticulocyten und Erythrocyten konnten in keinem Versuch nac¢h: 
gewiesen werden. 
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Thiaminpyrophosphat 

Tab. 6 veranschaulicht den Abbau von TPP, der etwa in der GréBen- 
ordnung der TPN-Spaltung liegt. Unterschiede zwischen jugendlichen 
und reifen roten Blutzellen wurden nicht deutlich. 


Tab. 6. TPP im Hamolysat. : 
Erythrocyten - Haimolysat wurde die angegebene Zeit bei 38° inkubiert und 
danach der Kochsaft hergestellt. Ansatz fiir die TPP-Bestimmung: Kochsaft aus 
034ml Zellen bzw. Hamolysat, 50 ug Thiamin, 100 ug Mg**, 3ug Mn**, 5 mg 
Na-Pyruvat, 100 mg 8x gewasc ‘hene Backerhefe, 0,1-m.Phosphatpuffer, py 6,2. 
Endvolumen 3,2 ml, Temperatur 28°, Stic kstoffatmosphire, etwa 100 Schwingungen 
pro Minute. ACO,-Entwicklung zur Eigendecarboxylierung (46,5 mm*® CO,/h) der 
gewaschenen Hefe. 





mm? CO,- 
Entwicklung/h 











Intakte Zellen .... 37,5 
Hamolysat nach 15 Min. 24 
Hamolysat nach 60 Min. 13 
Vergleich des Coenzym-Gehaltes intakter Reticulocyten 
und Erythrocyten 
Tab. 7 zeigt den Gehalt einiger Coenzyme von jugendlichen und 
reifen roten Blutzellen. Die Reticulocytenzahl der untersuchten Blut- 
proben betrug etwa 30—35°,, mit Ausnahme der ATP-Angaben’*. die 
Tab. 7. Coenzym-Gehalt von Erythrocyten und Reticulocyten. 
Werte in ug/ml Zellen (auBer Coenzym A). 
) Coenzym | Reticulocyten Erythrocyten | bisher gef. Autor I. « 
ATP 300 | 130 | 13 
DPN 100—120 100—120 110 (Pferd) 2,14 
TPN* 15 15 12 14 
FAD* 6 3 
CoA 4 Einheiten 4 Einheiten 4—5 Einheiten 8 
* Aus der katalytischen Wirksamkeit nach I. ¢.° (TPN) und 1. ¢.1° (FAD) geschatzt 
in Phenylhydrazin-Reticulocyten erhoben wurden, bei denen man mit 
einem Reticuloeytengehalt von 80—100°, rechnen kann. Bei Beriick- 
sichtigung dieser Zahlen erhéht sich der FAD-Gehalt reiner Reticulo- 
cvten auf mindestens das Doppelte, also auf etwa 12 vg/m/ Reticulocyten. 
Diskussion 
Die Untersuchung des Verhaltens einiger Coenzyme der Atmung 
und Girung in den Hamolysaten roter Blutzellen verschiedenen Alters 
8S. Rapoport, G. M. Guest u. M. Wing, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 57, 
344 [1944], 


4 F, Schlenk, in Symposium on Resp. Enz. Univ. of Wisconsin Press 1942. 
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ergab eine betriichtliche Variationsbreite in der Geschwindigh: eit ihy 
Spaltung. Wie sich aus friiheren!? und den vorliegenden Ex pevimenty 
ergibt, ist die Spaltung des ATP und DPN eine sehr schnell und die d. 
TPN und TPP eine langsam fortschreitende Reaktion, wahrend Fj 
und CoA keiner Spaltung in den untersuchten Zeitriumen unterjiegy 

Uber den Mechanismus der Coenzym-Spaltung in Hiimolysate 
liegen bisher nur Untersuchungen iiber das DPN, TPN und ATP ye 
Wiihrend die Pyridinnucleotide vorwiegend einer nucleosidischen Spi. 


tung zwischen dem Nicotinsiiureamid und der Ribose unterlieger: 


handelt es sich beim ATP um eine Abspaltung von anorg:nische; 
Phosphat durch die Wirkung einer Apyrase?. 

Bemerkenswert ist die Spezifitét der pyridinnucleotid- und AT): 
spaltenden Enzyme. Das wechselnde Verhiiltnis zwischen der DPN. w/ 


TPN-Spaltung, je nach dem Alter der Blutzellen (vgl. 1. ¢.?), wie auch dif 


Tatsache, da nur ein DPN-spaltendes Enzym im Natriumhydroge: 
carbonat-Extrakt aus Erythrocytenstroma nachweisbar ist, spreche 


fiir die Existenz zweier Nucleosidasen!*, Beweise fiir eine pyrophosphate 


tische Spaltung der Pyridinnucleotide konnten nicht erbracht werde 
dagegen unterliegt ATP einer betrachtlichen Pyrophosphatase-Spaltwy 


im Hiimolysat'. Anscheinend ist das ATP-spaltende Enzyimi strey 


spezifisch fiir einfache Adenosinderivate!, was einerseits in der Nichi 


angreifbarkeit der Pyrophosphatgruppe der Pyridinnucleotide. andere! 


seits in der Stabilitét des FAD und CoA zum Ausdruck kommt. Siche 
ist, daB die Pyrophosphatase der Erythrocyten mit der Korn bergsche 
Pyrophosphatase'!*®, die DPN, TPN, ATP und FAD zu spalten vermy 


nicht identisch ist. Ob Erythrocyten eine CoA-Pyrophosphatase, wie » 


von Novelli, Schmetz und Kaplan® beschrieben wurde, enthalte 


ist aus unseren Versuchen nicht zu ersehen, da dieses Enzym nur if 


schwach sauren Gebiet aktiv ist. 


Die ATP-, DPN- und TPN-spaltenden Enzyme sind an die wh 


léslichen, abzentrifugierbaren Partikel der roten Blutzellen gebunden!*" 
Zur Erkliirung des Hémolyseschadens, der in einer sofortige 


Unterbrechung der Atmung der Reticulocyten zum Ausdruck komt 


und der nicht durch Zusatz von ATP und DPN zu iiberwinden is 


kénnen die in dieser Arbeit untersuchten Coenzyme nicht herangezog 


werden, da ihre Spaltungsgeschwindigkeit viel zu gering ist. 
Der interessante Befund, daf der FAD-Gehalt ebenso wie 
ATP-Gehalt in Reticulocyten etwa doppelt so groB ist wie in Erythi 


cyten steht vermutlich im Zusammenhang mit den Stoffwechselunte® 
schieden beider Zellarten. Der héhere ATP-Gehalt der jugendlich 


Blutzellen wiire dann durch die Atmungskettenphosphorylierung ? 


erkliren, wihrend den glykolysierenden Erythrocyten nur die ATl— 


Bildung durch Substratphosphorylierung zur Verfiigung steht. Denk 


15 E.C.G. Hofmann u. 8. Rapoport, Biochim. biophysica Acta [Amst 
dam] 18, 296 [1955]. 
16 A, Kornberg, J. biol. Chemistry 182, 763 [1950]. 
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ist. daB der hohe FAD-Gehalt der Reticulocyten im Zusammenhang mit 
dem weitaus héheren Aminosiiurenumsatz steht, der diesen Zellen, ver- 
glichen mit reifen Erythrocyten, eigen ist *. 

Die zeitliche Abhingigkeit der NSA- und der ATP-Wirkung auf 
die Synthese der Pyridinnucleotide wurde schon an anderer Stelle dis- 
kutiert 2. Im Hinblick auf die von Hogeboom und Schneider?’ auf 
Grund der Befunde in Leberzellen gezogene SchluBfolgerung, dal die 
)PN-Synthese im Zellkern vor sich geht, ware darauf hinzuweisen, daB 
im Falle der roten Blutkérperchen die Pyridinnucleotid-Synthese in 
kernlosen Zellen vor sich gehen kann. Es wiire immerhin noch denkbar, 
dab im Verlauf der Reifung der roten Blutzellen die synthetisierenden 
Enzyme bei AusstoBung und Zerfall des Zellkerns in das Zellplasma 
freigesetzt werden. Auf jeden Fall miBte ein vielfiltigeres Material 
uitersucht werden, ehe allgemeine SchluBfolgerungen gezogen werden 
konnen. 


Zusammenfassung 
Es wurde der Gehalt und das Verhalten von TPN, FAD, CoA und 
TPP in Himolysaten roter Blutkérperchen verschiedenen Alters unter- 
sucht. Wihrend das TPN und TPP einer langsam verlaufenden Spaltung 


-unterliegen, sind FAD und CoA stabil. Himolysate sind in der Lage, 
“TPN aus NSA und ATP zu synthetisieren. Reticulocyten enthalten 
Fetwa doppelt so viel FAD als Erythrocyten. 


Summary 
The content and behaviour of TPN, FAD, CoA and TPP in haemo- 
lysates of red blood corpuscles of varying age have been investigated. 
FAD and CoA are stable while TPN and TPP undergo slow cleavage. 


| Haemolysates are able to synthesize TPN from NSA and ATP. Reti- 
culocytes contain approximately twice as much FAD as erythrocytes. 


* Unverdffentlichte Versuche von Dr. H.-G. Schweiger. 
GH. Hogeboom u. W. C. Schneider, J. biol. Chemistry 197, 611 [1952]. 
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Bestimmung amino-endstindiger Aminoséuren 
in Proteinen 
Von 
Ernst Waldsehmidt-Leitz und Renate Mindemann 


Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Technischen Hochschule Miine)en, 
Labor Prof. Waldschmidt- Leitz 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Februar 1956) 


Zur Kennzeichnung der amino-endstandigen Bausteine in Proteine 
verfiigen wir bereits iiber ein’ ausgezeichnetes Verfahren, die Einwirkuy 
von Dinitrofluorbenzol nach Sanger?; es hat sich nicht nur bei zabi. 


reichen Proteinen, sondern auch zur Charakterisierung der Produkt 


der partiellen Hydrolyse? bei der Strukturaufklarung des Insulins he. 
vorragend bewahrt. Wenn wir nachstehend dazu eine weitere Methot 
beschreiben, die auf enzymatischer Grundlage beruht, so erscheint die 
damit gerechtfertigt, daB die Methode, zu deren Durchfiihrung es eben 


falls nur geringer Substanzmengen bedarf, die aber rascher arbeite 
eine einfache Mdéglichkeit der raschen Orientierung oder auch de 
Kontrolle, z. B. der Ergebnisse des Sangerschen Verfahrens, erlaubt 

Die Methode beruht auf der Einwirkung von Amino-polypeptidas 


aus Pankreas, die nach bekannten Adsorptionsverfahren® von Trypsii 


und Chymotrypsin wie von Carboxy-peptidase befreit worden ist, aul 
die Proteine und auf dem papierchromatographischen Nachweis de 
dabei abgespaltenen Bausteine; die Abtrennung auch von Dipeptidas 
die gleichfalls in der Literatur beschrieben wurde‘, aber mit groBere: 
Enzymverlusten verbunden ist, eriibrigt sich, da Dipeptidase schon 
gegeniiber Polypeptiden keine Wirkung mehr zeigt, also auch nich 
gegeniiber Proteinen. 

Die Methode stellt also ein Gegenstiick dar zu dem von Wali: 
schmidt-Leitz und Gauss beschriebenen Verfahren zur Bestimmuy 
der carboxyl-endstindigen Bausteine in Proteinen, das auf der Eu- 
wirkung von Carboxypeptidase beruht. Sie besitzt die namlichen fi! 
dieses Verfahren angefiihrten Nachteile, daB sich beispielsweise bei 
Vorliege n mehrerer Peptidketten in einem Protein infolge der ver 


a, Sange r, Biochem. J. 39, 507 [1945]. 
2 F. Sanger u. H. Tuppy, Biochem. J. 49, 463, 481 [1951]; F. Sanger 

E. 0. P. Thompson, ebenda 58, 353, 366 [1953]. 

3 Vogl. E. Waldschmidt-Leitz, A. K. Ballsu. J. Waldschmidt-Graser 
Ber. dtsch. chem. Ges. 62, 956 Linge? § 

4 BE. Waldschmidt-Leitz u. A. K. Balls, Ber. dtsch. chem. Ges. 6 
1203 [1930]. 
5 EK. Waldschmidt-Leitz u. K. Gauss, diese Z. 298, 10 [1953]. 
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echiedencr. Geschwindigkeit, mit der die verschiedenen Aminosiuren 
durch das Enzym abgespalten werden, und infolge der verschiedenen 
Empfindlichkeit ihres Nachweises nicht in allen Fallen mit Sicherheit 
heurteilen liBt, ob z. B. das an zweiter Stelle im Chromatogramm auf- 
tretende Spaltprodukt in einer zweiten Peptidkette endstandig oder aber 
in der ersten Kette an zweiter Stelle angeordnet ist. , 

Auberdem versagt die Methode bei Proteinen, bei welchen ein 
Proline oder ein Oxyprolinrest amino-endstandig ist, z. B. bei Clupein®, 
da die Amino-polypeptidase auf solche Substrate ohne Wirkung ge- 
funden wird. 

Die Methode besitzt, z. B. gegeniiber dem Sangerschen Verfahren, 
den Vorteil, daB sie in geeigneten Fallen, z. B. beim Vorliegen nur einer 
einzigen Peptidkette im Molekiil, auch die auf die amino-endstindige 
in der Kette folgenden Aminosiéuren, welche nacheinander abgespalten 
werden, zu kennzeichnen erlaubt. 


Tab. 1. Amino-endstandige Bausteine in Proteinen. 








Protein endstandig | darauffolgend endstandig It. Lit. 

Insulin (Rind) Glycin, Phenyl- Valin Glycin, Pheny]- 
alanin alanin! 
Globin (Rind) Valin, Methionin Threonin Valin, Methionin? ® 
Myoglobin (Pferd) Glycin Glycin™» 
destin (Hanf) Glyein, Leucin Glycin, Leucin®:7! 
Clupein B, Arginin Alanin Arginin® 
Albumin aus Gerste Serin Leucinod, Isoleucin 
Globulin aus Gerste Glycin Arginin 
Hordein aus Gerste Tsoleucin !° Arginin, Lysin 
- Gliadin aus Roggen Tsoleucin 
Amandin (Mandel) Glycin Leucin od. Iso- 
leucin, Arginin 

Excelsin (ParanuB) Glycin Leucinod. Isoleucin 
Arachin (ErdnuB) Arginin Isoleucin!!, Valin 
Conarachin (ErdnuB) Isoleucin | 











Wir haben das Verfahren an einer gr6Beren Anzahl von Proteinen 
erprobt, an solchen, bei welchen die amino-endstindigen Bausteine 
schon mit anderen Methoden, z. B. der Sangerschen, identifiziert 


6 Vol. E. Waldschmidt-Leitz, Fr. Ziegler, A.Schaffner u. L. Weil, 
diese Z. 197, 219 [1931]; E. Waldschmidt-Leitz, K. Kiihn u. Fr. Zinnert, 
Experientia | Basel] 7, 183 [1951]; K. Felix, H. M. Rauen u. G. H. Zimmer, 
diese Z. 291, 228 [1952]. 

7a) F. Sanger, Biochem. J. 39, 507 [1945]; b) R. R. Porter u. F. Sanger, 
ehenda 42, 287 [1947/48]. 

8 F. Sanger, Biochem. Soc. Symposia 8, 21 [1949]. 

° E. Waldschmidt-Leitz u. R. Voh, diese Z. 298, 257 [ 1954). 

10 Vol. damit den abweichenden Befund von G. Biserte, M. Dautrevaux 
u. R.Seriban, European Brewery Convention, Proc. 1955, 355. 

" Per Befund von Isoleucin ist hier vermutlich nur auf eine Verunreinigung 
des Arachins durch Conarachin zuriickzufiihren, bei welehem Isoleucin amino- 
endstiindig gefunden wird, 

12* 
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worden waren und an solchen, die in diesem Sinne noch nicht gepriif 
worden waren. Die Tatsache, daB wir in allen untersuchte:. Faille; 
der ersteren Art Befunde erhielten, die mit den in der Liter tur bp. 
schriebenen iibereinstimmten, berechtigt zu dem SchluB, dak die Me. 
thode zuverlissige Ergebnisse liefert. . 
Unsere Befunde sind in Tab. 1 zusammengestellt, welche nebey 
den als amino-endstindig erkannten auch die darauf folgenden Amino. 
siuren, soweit bestimmbar, verzeichnet; die Feststellung der | -tzterey 


ist allerdings weniger gesichert und wird nur unter Vorbehalt wieder. 


gegeben. 
Beschreibung der Versuche 


Darstellung der Enzymlésung: Fir die Darstellung der Amino-poly. 
peptidase, frei von Proteinasen und von Carboxy-peptidase, aber noch Dipeptidase 
enthaltend, folgten wir im Prinzip den von Waldschmidt-Leitz, Balls und 
Waldschmidt-Graser*® angegebenen Richtlinten der adsorptiven ‘rennung 
mittels Tonerde C, bei maBig saurer Reaktion. Wir vervollstandigen dabei dic 
Trennung durch eine Wiederholung der Adsorptions- und Elutionsvornaiime und 
verbessern die Ausbeute an Polypeptidase durch Einhaltung eines etwas hoheren 
pu bei der Adsorption, py 4,8 gegeniiber py 4,0; denn bei dem niedrigeren py 
werden, wie wir in besonderen Versuchen festgestellt haben, Amino-polypeptidas 
und auch Dipeptidase bereits merklich zerstért!*. Wir beschreiben den Arbeits. 
gang nachstehend an einem Beispiel; die Aciditaétsbestimmung bei der Messuny 
der Enzymwirkungen erfolgte nach dem fiir kleine Mengen ausgearbeiteten Ver- 
fahren von Grassmann und Mitarbeitern’’, 

10,0 ccm mit Wasser (1:1) verdiinnten Glycerinauszugs aus getrocknetem 
Schweinepankreas (1:10) enthielten insgesamt 0,102 Amino-polypeptidase-Ein- 
heiten [Pol. — (e.)]'* (0,25 cem, 20 Min.: Aciditatszuwachs entspr. 1,02 cc 
0,01-n. Lauge) neben 0,48 Einheiten der Dipeptidase (Er.— E.)!> (0,25 ecm, 20 Min.: 
0,75 ccm 0,01-n. Lauge), 4,243 Carboxy-peptidase-Einheiten (C.-Pol.-E.)'® (0,21 
cem, 30 Min.: 1,35 cem 0,01-n. Lauge) und 1,50 Trypsin;-Einheiten [Tr.-(e.)]" 
(0,15 cem, 60 Min.: 1,65 ccm 0,01-n. Lauge). 





10,0 cem des verdiinnten Auszugs unterwarf man bei py 4,8 (eingestellt durch | 


Zugabe von 0,2-n. Essigsiure) der Adsorption mit 1,0 ccm einer Aufschlimmuny 
von Tonerde C,, (entspr. 35,28 mg Al,O), wusch das Adsorbat in der Zentrifuge mit 
5ecm 20-proz. Glycerin und eluierte es dann mit 6,0 ccm 0,04-n. Ammoniak, 
welches 17°, Glycerin enthielt. Nach dem Wiedereinstellen der Elution auf py 4,5 
wurde nochmals mittels 0,5 cem der Tonerde adsorbiert und nach dem Waschen 
des Adsorbats mit 20-proz. Glycerin mit 3,0 cem 0,04-n. Ammoniak eluiert. Di 
sofort neutralisierte Elution enthielt in 3,10 cem dann noch insgesamt 0,017 Pol.-(e. 
(0,25 cem, 20 Min.: 0,54 cem 0,01-n. Lauge) und 0,045 Er.-E. (0,25 ccm, 20 Min: 
0,42 ccm 0,01-n. Lauge), aber keine Spur von Carboxy-peptidase oder Proteinase 


mehr (0,25 ccm nach 6 Stdn. bzw. 0,50 ccm nach 24 Stdn.: keine meBbare Aciditats- | 
zunahme, auch papierchromatographisch freie Aminosduren nicht nachweisbar); | 


die praktische Ausbeute entsprach also 17% von der Polypeptidase bzw. 11% von | 


der Dipeptidase des Auszugs. 


“12 Vgl. G. Agren, Acta physiol. scand. 9, 248 [1945]. 


13 W. Grassmann u. W. Heyde, diese Z. 183, 32 [1929]; 214, 185 [1933). 


14 EB. Waldschmidt-Leitzu. A. K. Balls, Ber. dtsch. chem. Ges. 63, 1203. 
und zwar 8. 1208 [1930]. 


15 E, Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, diese Z. 147, 286 [1925]. | 


16 EK, Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, Ber. dtsch. chem. Ges. 62, 221', 
und zwar S. 2220 [1929]. 
17 R, Willstatter u. H. Persiel, diese Z. 142, 245 [1925]. 
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Zur Darstellung der Proteine: Die zu untersuchenden Proteine wurden, 
soweit sie uns nicht anderweitig zur Verfiigung standen, nach den in der Literatur 
peschriebenen Verfahren dargestellt. So bereitete man Globin durch Umsetzung 
des aus den hamolysierten Erythrocyten aus Rinderblut durch Alkoholfallung 
vewonnencn Oxyhamoglobins!* mit 1-proz. Salzsiure in hochproz. Aceton nach 
Schenck!*. Zur Darstellung der Gerstenproteine, der Albumin-, der Globulin- und 
der Hordeinfraktion folgte man den alten, bewahrten Vorschriften von Osborne”®, 
nach welchen diese Fraktionen auf Grund verschiedener Léslichkeit sowie ver- 
schiedener Aussalzbarkeit voneinander getrennt werden, desgleichen zur Gewinnung 
des Gliadins aus Roggen?!, Amandin wurde aus dem entélten Mandelmehl durch 
Extraktion mit 10-proz. Kochsalzlésung und Ausfallung mittels Ammoniumsulfats 
vewonnen und durch dreimaliges Wiederauflésen in Kochsalzlésung und Dialy- 
sieren der Losung gereinigt?*, Excelsin aus der Paranu8 durch Extraktion mit 
3-proz. Ammoniumsulfatlésung und Dialyse der Lésung in krist. Form abgeschie- 
den und durch Umkristallisieren aus 2,5-proz. Kochsalzlésung von 50° gereinigt® ; 
die beiden Globulinkomponenten des ErdnuBmehls, Arachin und Conarachin, 
endlich trennte man aus den mit 10-proz. Kochsalzlésung gewonnenen Ausziigen 
durch fraktionierte Fallung mit Ammoniumsulfat nach dem Vorbilde von Johns 
und Jones™! bzw. von Johnson und Johnson und Naismith®. 

Einwirkung von Amino-polypeptidase auf Proteine: Die Enzym- 
cinwirkung maB man in allen Fallen gegeniiber 10 mg Substrat bei pp 7,8 und 30° 
und im Gesamtvolumen von 3,0 ccm, sie wurde jeweils durch kurzes Erhitzen auf 
100° unterbrochen; dann bestimmte man die abgespaltenen Aminosauren mit 
0,06 ccm der Lésung durch eindimensionale Papierchromatographie mittels Nin- 
hydrins, Die Auswertung zeigen die Tabellen 2—14; dabei wurden die Ergebnisse 
der Tabellen 4 und 8 in Kollidin (wassergesattigt), alle iibrigen in Butanol, 
Ameisensiure, Wasser (75:15:10) gewonnen. 


Tab. 2. Spaltprodukte aus Insulin?® (angew. 0,0028 Pol.-[{e.|). 

















Einwirkungs- re —— Ry-Wert Intensitat des 
: : ref, Aminosaure > 
dauer Min, beob. | Kontrolle Fleckens 
60 Giyciny . s 3. 0,12 0,11 stark 
Phenylalanin . . 0,53 0,51 deutlich 
Waist: gaa 0,30 0,28 schwach 
“0 Glycin ..... 0,12 0,11 sehr stark 
Phenylalanin . . 0,54 0,51 stark 
Wel’. S-.-4.4. « 0,28 0,28 | stark 


Vel. R. Kuhn, L. Birkofer u. F. Ward Quackenbush, Ber. dtsch. 
chem. Ges. 72, 407 [1939}. 

E.G. Schenck, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
150, 160 [1930]. 

0 T. B. Osborne, J. Amer. chem. Soc. 17, 539 [1895]. 

*1'T, B. Osborne, Amer. chem. J. 15, 429 [1893]. 
= Vol. T. B. Osborne u. E. Strauss in E. Abderhalden, Handbuch der 
biochem. Arbeitsmethoden, Abt. I, Bd. 8, 8. 413, Urban & Schwarzenberg, Berlin 
u. Wien 1921. 

3 |. ¢.22, und zwar S. 399. 

“(,0. Johns u. D. B. Jones, J. biol. Chemistry 28, 77 [1916]. 
_.» P. Johnson, Trans. Faraday Soc. 42, 28 [1946]; P. Johnson u. W. E. F. 
Naismith, Discuss. Faraday Soc. 13, 98 [1953]. 

°6 Wir verdanken eine Probe krist. Insulins dem freundlichen Entgegenkom- 
men der Direktion der Farbwerke Hoechst. 
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Tab, 3. Spaltprodukte aus Rinderglobin (angew. 0,0028 Pol.-|e. lal 
Einwirkungs- taf . : Ry-Wert Intens tat des Kin 
ee ae Gef. Aminosaiure i Flecke da 
dauer Min. beob. | Kontrolle eckens 
15 Valin . 0,46 0,48 stark * 
Methionin . 0,36 0,36 schvach 
30 Valin. 0,51 0,48 stark 
Methionin . 0,40 0,36 deutlich Tab 
60 Valin. 0,47 0,48 stark — 
Methionin . 0,37 0,36 stark Kin 
Threonin 0,19 0,18 schwach dat 
Tab. 4. Spaltprodukte aus Myoglobin (Pferd)?7 (angew. 0,0012 Pol.- e.}). a 
Kinwirkungs- <a — Ry-Wert Intensitat des 
: Gef. Aminosaure o 
dauer Min, beob. | Kontrolle Fleckens 
5 Glycin 0,19 0,16 deutlich 
10 Glycin 0,16 0,16 stark 
Tal 


Tab. 5. 


Spaltprodukte aus Ed 


estin?’ (Hanf) (angew. 0,0028 Pol.-[¢.}). 





Ry-Wert 


rg 
oa ' “InW 
Intensitat des | 






































Kinwirkungs- Gef Bis sere 
‘inion :ef. Aminosaure ‘ iste dau 
dauer Min. beob. | Kontrolle eckens 
60 Glycin 0,12 0,11 stark 
Leucin 0,32 0,34 sehr scliwach 
120 Glycin 0,11 0,11 stark Ta 
Leucin 0,30 0,34 deutlich a 
= = ' ‘ ‘ ky as Kinw 
fab. 6. Spaltprodukte aus Clupein B, (Quotient N: NH, = 22)** pi 
(angew. 0,0012 Pol.-[e.]). ; 
Kinwirkungs- ‘ef. Aminosa Ry-Wert Intensitat des 
weit Gef. Aminosaure : Neceos 
daauer in. beob. | Kontrolle CCKem 
30 Arginin . 0,05 0,06 stark 
60 Arginin . 0,06 0,06 stark 
Alanin Sal 0,29 0,30 stark 
Tab. 7. Spaltprodukte aus der Albuminfraktion der Gerste (angew.0,0017 Pol.-[e. 
Kinwirkungs- pei bsi Ry-Wert Intensitat des 
: Gef. Aminosaure Nankang | 1" 
dauer Min. beob. Kontrolle Fleckens | lal 
_ — 
5 Serin . 0,11 0,12 deutlich Kinwit 
10 Serin . ae 0,12 0,12 stark daner 
Leucin od. Isoleucin 0,66 0,64 schwach | —— 
15 ae 0,12 0,12 stark : 
Leucin od. Isoleucin 0,58 0,64 deutlich l 
Alanin 0,27 0,29 deutlich 
aie . ‘ é : F l 
27 Wir verdanken eine Probe des Myoglobins der groBen Freundlichkeit 
Herrn Prof. Dr. A. Rossi- Fanelli, Institut fiir Chemische Biologie der Univ. Rov 
28 Th. Schuchardt, Miinchen. = 


29 Siehe dazu E. Waldschmidt-Leitz u. K. Gauss, diese Z. 293, 10, w 
zwar S. 12 [1953]. 
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lab. 8. Spalty produkte aus der Globulinfraktion der Gerste (angew.0,0017 Pol.- 








——————— 





eet Ty -Wert at d 
Kinwirkungs- | Cet Mend " Intensitat des 
ref, Aminosaure : 2 
dauer Min. | saeiceann beob. Kontrolle Fleckens 
10 GIGGIM. 3 sss s 0,16 0,14 deutlich 
15 Given: 6 os 0,16 0,14 ; stark 
Argimm .. . . 0,09 0,08 stark 


Tab. 9, Spaltprodukte aus der Hordeinfraktion der Gerste (angew. 0,0012 Pol.-|« 


























a ne US- er We > ité v4 
Kinwirkung Ciel Aten Ry-Wert Intensit it de 
dauer Min. beob. Kontrolle Fleckens 
5 Isoleucin®® . |, 0,30 0,32 | deutlich 
10 Isoleucin . . . . 0,30 0,32 stark 
AYoIAM)... . ss 0,09 0,10 stark 
15 Isoleucin . . .. 0,31 0,32 stark 
Aromin. . . . . 0,09 0,10 stark 
IVS. ka 0,05 | 0,05 stark 
Tab, 10, Spaltprodukte aus dem Gliadin des Roggens (angew. 0,0012 Pol.-| 
einwirkungs- ’p-Wert itensitat des 
— Gef, Aminosaure Ky : I F| k ' 
dauer Min. beob. | Kontrolle eckens 
5 Isoleucin®® . . . | 0,68 0,60 schwach 
10 Isoleucin 0,62 0,60 deutlich 


Tab. 11. Spaltprodukte des Amandins aus Mandeln (angew. 0,0012 Pol.-[« 


























Kinwirkungs- ee — Ry-Wert Intensitat des 
; Gef. Aminosaure 
dauer Min. beob. | Kontrolle Fleckens 
5 MGIVGERE 5.5...) ics 0,14 0,13 deutlich 
10 G lyein Suites 0,10 0,13 stark 
Leucin od. Isolet ucin 0,60 0,61 deutlich 
15 Glycin . . 0,13 0,13 stark 
Leucin od. Isoleuci ‘in 0,63 0,61 stark 
ATOININ,-.. 5s 0,09 0,06 stark 
30 Glycin . .. 0,10 0,13 stark 
Leucin od. Isoleuci ‘in 0,64 0,61 stark 
Arginin., . . . . 0,08 0,06 stark 
Valin(?) « . © « 0,37 0,45 deutlich 
Tab. 12. Spaltprodukte des Excelsins der ParanuB (angew. 0,0012 Pol.-[e.}). 
Finwirkungs- _— never Ry-Wert Intensitat des 
dante Wie Gef, Aminosaure ats : Wiidiees 
. veob. Kontrolle | ecken 
5 Ci) i 0,12 0,13 deutlich 
10 G lyein eo: 0,16 0,13 stark 
Leucin od. Isoleuci ‘in 0,64 0,61 deutlich 
15 Glycin .. : 0,13 0,13 stark 
Leucin od. Isoleuci in 0,62 0,61 stark 
Lysin(?) .... 0,09 0,07 deutlich 





°° Identifiziert durch papierchromatographische Analyse in Pyridin, Amy!- 
alkohol, Wasser (35:35:30). 
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Tab. 13. Spaltprodukte des Arachins der ErdnuB (angew. 0,0012 Poi.-{e,}), 
oi a] $- : ° 3 4 fe 2 ita ae 
Kinwirkungs (set Asatieniis Rye-Wert Inter itat de 
dauer Min. beob. Kontrolle Fleckens 
5 AyoiInimn . < . . . 0,06 0,07 stark 
Isoleucin®® . . 0,51 0,57 schy ach 
WHE 6g. sh 0,44 0,48 sehr schwac 
10 Arginin. .... 0,06 0,07 star 
Isoleucin . .. . 0,60 0,57 deu‘ lich 
WAM ss alg aes 0,48 0,48 schwach 
15 Asgimin. . 2s . 0,05 0,07 star 
Isoleucin . .. . 0,59 0,57 deuitlich 
WON bla sa: & 0,48 0,48 schwach 
Tab. 14. Analyse der Spaltprodukte des Conarachins der Erdnu!! ont 
(angew. 0,0012 Pol.-[e.]). ie 
Einwirkungs- eis Saas Ry-Wert Intensitat des | abg 
; Gef, Aminosaure Wale i 
dauer Min. beob. | Kontrolle Fleckens 
sich 
l aa a ‘ 
5 Isoleucin®® . . . 0,59 0,58 deutlich kein 
10 Isoleucin 0,64 0,58 deutlich sucl 
Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sowie dem Fonds der Ch os 
mischen Industrie danken wir ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mitte, abbi 
tivel 
Zusammenfassung we 
unc 
Es wird eine Methode zur Kennzeichnung der amino-endstandige 
Aminosauren in Proteinen beschrieben, welche auf der Einwirkung vor} | pot, 
gereinigter Amino-polypeptidase aus Pankreas und der papierchromati-} — ()xaj 
graphischen Identifizierung der dabei abgespaltenen Bausteine beruht.) A ycg 
oder 
Summary iibrig 
A method is described for the characterization of amino-termin: = 
. . . . mn . ° . a ube 
amino-acids in proteins. The method is based on the action of purifie’ f “ 
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aminopolypeptidase from pancreas and the paper  chromatographi e 
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Zur Biochemie der Oxalsaure 


I, Schicksal und Halbwertszeit im Organismus der Ratte 
Abbau durch Aspergillus niger 
Von 
(:. Brubacher, M. Just, Hatice Bodur und Karl Bernhard 
{us dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Basel 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Februar 1956) 


Es ist erwiesen, daB Oxalséure im Organismus aus Ascorbinsaéure 
entstehen kann?, indessen liegen keinerlei zwingende Beweise vor, ob 
sie ein Stoffwechselendprodukt darstellt oder von der tierischen Zelle 
abgebaut werden kann. 

Von zahlreichen Autoren durchgefiihrte Untersuchungen ergaben hin- 
sichtlich des Verbleibens eines wesentlichen Anteiles applizierten Oxalates 
keine Auskunft?. Nach Miller® findet bei Leberdurchstro6mungsver- 
suchen in diesem Organ keine Zerst6rung der Oxalsdure statt. Auf Grund 
von Bilanzversuchen bejahten Adolph und Liang? einen Oxalsaure- 
abbau. Weinhouse und Friedmann stellten nach Injektion radioak- 
tiver Oxalsiure an Ratten in der im Verlaufe der ersten 5 Stunden ausge- 
atmeten Kohlensaure indessen nur eine sehr geringfiigige Aktivitat fest 
und halten den tierischen Organismus nicht fahig zum Oxalsdéureabbau?. 

In Fortsetzung unserer Untersuchungen iiber Ausscheidung und 


. Retention von Oxalat® haben wir erneut Ratten kleine Dosen von MC- 


Oxalsiiure subcutan injiziert und die Tiere zur exakten Erfassung der 
Ausatmungskohlenséure entweder wahrend der ganzen Versuchsdauer 
oder periodisch in geeignete Stoffwechselkafige gebracht. Auch dic 
iibrigen Ausscheidungen (Harn und Faeces) wurden gesammelt. Die in 
Natronlauge aufgefangene Kohlensaure fiihrten wir in Bariumcarbonat 
iiber. Die Aufarbeitung des Harnes, der Faeces und der getoteten Tiere 
und ihrer Organe fiihrte nach Zugabe von Trageroxalsdéure zu Calcium- 
oxalat, dessen Aktivitaét gemessen wurde. Aus der Tab. 1 ist ersichtlich. 
daB in Versuchen von 30- und 36stdg. Dauer in der Ausatmungskohlen- 
siure stets eine gewisse, keinesfalls zu vernachlassigende Aktivitat 
nachweisbar war. 

‘J.J. Burns, H. B. Burch u. C.G. King, J. biol. Chemistry 191, 501] 
191]; L. Hellman u. J.J. Burns, Fed. Proc. 14, 225 [1955]. 

* B. Flaschentrager u. P. B. Miiller, diese Z. 251, 52 [1938]; P. B. 
Miller, ebenda 256, 75 [1938 ]. 

* P. B. Miller, diese Z. 266, 149 [1940]. 

*W.H. Adolph u. C. C. Liang, J. biol. Chemistry 146, 497 [1942]. 

°S. Weinhouse u. B. Friedmann, J. biol. Chemistry 191, 707 [1951 ). 


. °K. Bernhard, G. Brubacher u. H. Jaquet, Helv. chim. Acta 36, 1968 
[1953]. 














G. Brubacher, M. Just, H 


. Bodur u. 


K. Bernhard, Bd.: 


Tab. 1. Subcutane Injektion von 4C-Oxalat an Ratten. 





Tier Nr. 











Gewicht, 
Dauer ee Versuc he ‘s in Stdn. 
Applizierte Aktivitat c/Min. 


Ausgeschiedene Aktivitat 
in °,, der appl. Aktivitat 
a) Ausatmungskohlensaure . 


b) Harn . 


te ‘agg rte Aktivitat 

® , der appl. Aktivitat 
re ‘Niere . no 
b) Carcass . 





* Ni ht gemessen 





] | 2 3 
159 200 200 
30 30 30 
39-108 36-108 26-108 
3,3 15 4,1 
50,2 41,5 27,9 
10,0 
2,0 42,2 | 








OF (1956 


26,6 
13,0 


Zwecks bilanzmabiger Erfassung von Verteilung und Ausscheiduny 
injizierter Oxalsiure und im Hinblick auf die Bestimmung ihrer Halb. 
wertszeit im Tierkérper haben wir auch langfristige Versuche durch. 


gefiihrt. Die diesbeziiglichen Resultate zeigt Tab. 2 


Bei Tier Nr. 5 konnten wir insgesamt 80,0, bei Tier Nr. 6 91,4° 
der applizierten Aktivitaét wieder auffinden. Die Ausscheidung im Ver 
laufe von 26 bzw. 21 Tagen betrug 79,4 bzw. 89.5, die Retention 1.4 bzv 
1.9°,,. Aus diesen Daten laBt sich fiir die Oxalsdure im Rattenorganismus 


eine Halbwertszeit von 52 bzw. 49 Stdn. 


berechnen. 


Tab. 2. Subcutane Injektion von 14C-Oxalat an Ratten. 
Langfristige Versuche. 





Tier Nr. 








5 6 
Gewicht, : 215 220 
Geabaess Pro 8 g Korper rgewic icht . 36,4 29,3 
Aktivitaten, Min. : 37,6-108 26,3- 10° 
Dauer des Versuches in Tagen n 26 21 
re ee Aktivitat 
®., der appl. Aktivitat 
me Ausatmungskohlensaure 8,8 8,4 
b) Harn . 63,0 66,5 
c) Faeces 7,6 14,5 
Retinierte Aktivitat 
in °,, der appl. Aktivitat 
a) Knochen Aare 0,2 |B | 
b) Nieren 0,14 
c) Leber. 0,01 


d) Ubriger Korper 














Bd, 3 


\bb. I 


A 
in Ta 
spirat 


Tab. 








trotz 
priifer 
























Bd, B04 (1956 Zur Biochemie der Oxalsaure (1) 17) 











(bb, 1. Wiederaufgefundene Aktivitaten in °,, der applizierten nach subcutaner 
Injektion von signiertem Oxalat. 


Abb. | zeigt den Verlauf dieser Ausscheidungen bei Ratte Nr. 5 und 
in Tab. 3 sind die Aktivitaten der einzelnen Harn-, Faeces- und Ex- 
spirationskohlensaure-Fraktionen fiir Tier Nr. 6 dargestellt. 


Tab. 3. Aktivitaten der Harn-, Faeces- und CO,-Fraktionen nach 4C-Oxalat- 
Injektion an Ratte Nr. 6. 
































Aufgefundene Aktivitaten 

Zeit in c/Min. in °,, der appl. Akt. 

Harn | Faeces co, Harn | Faeces | CO, 
Stdn. | | 

| 
v= 8 1,1-10° 0.4 
824 | 65,0-10° 2,1-10° 4,1-10° “7 | OS | 18 
i 
lave | | 
ae, | 37,3° 10° 19,7-10° 2,3-10° 14,1 ee ae 
y fama 259+ 10° 9,4-10° 2,4-105 Q.8 | 3.6 1 a9 
3 4 | 18,6-105 OS 10° 1,4°10° aon | 0.3 | O95 
5 84-105 0.4° 108 21-108 32 | -09 4 O8 
5 6 6.4- 10° 0,2-10° 1,8- 108 te | OA 07 
v= | Saeed O.8 + 10° 2,7-10° 1.3 | 0,3 L ko 
im 8 | 2,3-10° 0,5+ 10° 2,0-10° 0.9 0,2 | 07 
$—2] | 8,0-105 4,1-10° 2,4°10° 3:0 | 1,6 | 0.9 
| s 2 é 

0-21 | 1753-108 | 38,1-108 221-108 | 66,5 | 14,6 8.4 


Auch die Faeces wiesen eine gewisse Aktivitaét auf. enthielten also 
trotz, parenteraler Verabreichung Oxalséiure. Es war naheliegend zu 
prifen, ob dieselbe durch die Galle in den Darm gelange und ein an- 
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schlieBender bakterieller Abbau das beobachtete Auftreten ak ‘iver ky. 
spirationskohlensiure bedinge. Wir injizierten daher Rat‘en nag 
Operation einer Gallenfistel signierte Oxalsiure und sammelten wihrey 
langerer Zeit die abflieBende Galle. Von den namlichen Tiere): wurde 
auch Harn und Faeces aufgehoben. Tab. 4 gibt Auskunft iiber dj 
erhaltenen Resultate, aus denen hervorgeht, daB mit der Calle ty. 
sichlich Oxalsiure ausgeschieden wird. 


Tab. 4. Ausscheidung der Oxalsaiure durch die Galle 
(Versuche an Gallenfistelratten). 






































Appl. ; ? 
ai. Galle a at rt 
: ; ei ‘ aet app 4 
Tier Zeit saure - bai 
he pro g E Aktivitat Akt ivitat 
ene . Koérper- | Menge - 
gewicht g mM; in 9, der P | Was 
or c/Min. appl. Akt. Harn | Faeces 
I 0 3 4,1 1,05 2,59: 104 0,37 
3 7 2,23 2,82- 108 0,04 
7—18 9,41 8,13- 108 0,12 
18—24 4,39 3,08 - 108 0,04 38,1 0,98 
24-48 10,88 9,17- 108 0,13 4,9 
48—60 5,39 1,32-104 0,19 0,8 1,06 
total 0,89 43,8 2,04 
2 o— 2 29,3 0,54 2,06: 10° 1,49 
2— 6 1,49 1,02-108 7,41 
6— 24 4,64 0,54- 105 0,39 18,5 
24—32 1,39 0,10-108 0,07 
32—48 0,04. 0,03 - 10° 0,02 0,6 0,05 
total 9,38 19,1 0,05 
3 | 0-2 | 293 no 625-105 | 4,30 
2— 6 1,64 1,44°10° 0,99 
6— 24 6,45 1,28-10° 0,88 9,2 
24 —32 6,44 0,34: 10° 0,23 
32—48 4,18 0,67 - 10° 0,46 2,9 0,32 
| total 6,86 12,1 0,32 




















Gestiitzt auf diese Befunde versuchten wir festzustellen, ob }y 
sterilem Darm, also nach Unterdriickung der bakteriellen Tiatigke' 
das Auftreten aktiver Exspirationskohlensdure nach Oxalsiureinjektic 
ausbleibe. Tieren, deren Faeces sich nach Verabreichung von Chlorom: 
cetin-palmitat als steril erwiesen, injizierten wir wiederum signier' 
Oxalsiiure und trafen besondere VorsichtsmaBnahmen in bezug auf di 
Erfassung der Exspirationskohlensdéure und der Ausscheidung von Har! 
und Faeces. Die Versuche an 3 Tieren dauerten 7 Tage. In keinem Full 
erwies sich das Bariumcarbonat aus der Exspirationskohlensiure als aktiv 
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Zur Erviinzung unserer Befunde studierten wir den Oxalsaureabbau 
durch Aspergillus niger*. Einer erforderlichen Nahrlésung zugefugtes 
Oxalat zerfiel unter LichteinfluB, wobei nach einer Woche 9, nach zwei 
Wochen 21 und nach drei Wochen 34°, verschwunden waren. Bei 
Dunkelheit konnte die Lésung aber lange Zeit aufbewahrt werden, ohne 











daB radioaktive Kohlenséiure nachweisbar war. : 
Tab. 5. Injektion von 4C-Oxalat an Ratten mit sterilem Darm. 
Tier Nr. 
7 | 8 | ot) 
(iewicht, g. . . 145 150 160 
Appl. Oxalsaure, y ; pro g Korperge Ww. 29,3 29,3 29,3 
Appl. Aktivitat, c/Min. . . : : 8,8- 10° 8,1-10° 8,5- 108 
— geschiedene Aktiv itat 
n % der appl. Aktivitat 

Esspirationskohlensdure . career tet nicht meBbar 
BNNs s)he at Ree Ree wen 34,0 | ’ | 32,3 





* Nicht gemessen. 


Wir haben eine 4C-Oxalat und 5°, Rohrzucker enthaltende Nahr- 
lisung mit einer Aspergillus-niger-Kultur geimpft, im Dunkeln auf- 
gehoben und wihrend 5 Wochen die Atmungskohlensiure aufgefangen 
und ihre Aktivitaét gemessen. Aus Tab. 6 geht hervor, daB nach dieser 
Zeit 73,9°,, der zugefiigten Aktivitét als CO, vorlagen, ein gewisser 
Anteil indessen in der Nahrlésung verblieb und auch das Pilzmycel 
Aktivitét aufwies. 


Tab. 6. Abbau von Oxalsaure durch Aspergillus niger. 1,66 mg Oxalsaure. 
Aktivitat total 56,7-10° c/Min. 











Aktivitat 
Versuch 1 rr 
c/Min | in % der 
"| appl. Akt. 
Atmungskohlensaure: 
VNR. cg ee xs er Se 0,5 -10° 0,88 
2 WOGRS. 4.6.0 6 & % 8,64°10° 15,2 
oO WOCGHE. 2. 2 a es 8 11,5 -105 20,3 
4. Woche. ....... 15,5 -10° rf [ee 
Br VVOOUE. bx ep ae &. 5,76- 10° 10,2 
Zuriickgewonnen: 
aus — Seen 11,85-10° 20,9 
aus Mycel. . . . sae You 0,48: 105 0,84 
4C im Mycel fixiert a 0,81-10° 1,42 








* Wir danken dem Direktor des botanischen Institutes der Universitat 
Basel, Herrn Prof. Dr. M. Geiger-Huber, fiir die UWherlassung der Pilz-Kul- 
& £ 
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Weitere Versuche von 25- bzw. 12-tiagiger Dauer und in letzteze, 
Falle unter Verwendung einer 20-proz. rohrzuckerhaltigen Nihrlésyj 
bei Zimmertemperatur und Tageslicht unter gleichzeitiger Ein beziehyy 
einer nichtbeimpften, also sterilen Probe (Kontrolle) lieBen  wiedery 
einen weitgehenden Oxalatabbau zu CO, erkennen (Tab. 7). © , 


Tab. 7. Abbau von Oxalsaure durch Aspergillus niger. 




















Versuch 2 Versuch 3 
Dauer: 25 Tage Dauer. 12 Tage 
| Kontrolle Kontro} 
Kingesetzte Aktivitat,c/Min. . . . 21,1-10° | 27,7-10° | 28,2-10° | 29,2-]) 
Aufgefundene Aktivitat in °, de r | 
appl. Aktivitit : | 
a) OsKOO;. .. . : 47,3 20,1 38,1 | 140 
b) als Oxalat in der Nahrlésung : 43,2 82,2 58,3 | 84,9 
c) als Oxalatim Mycel. . . . . 3,66 6,25 | : 
d) total... ete ee eee 94,16 102,3 102,7 | 98,9 











Beschreibung der Versuche 


Die Herstellung signierter Oxalsiure wurde bereits mitgeteilt®. Fiir ei 
Xeihe von Versuchen diente ein Praparat des Radiochemical Centre, Amex 
ham, mit einer spezifischen Aktivitaét von 5,92-107 c/Min., das entsprechend ve 
diinnt wurde. 

Injiziert wurde stets in den oberen Teil der hinteren Extremitat eine | 
Natronlauge neutralisierte waBrige Lésung, deren Aktivitét durch Analyse eite 
aliquoten Teiles bestimmt wurde, Nach héheren Dosen traten nach einer halle 
Stunde mehr oder weniger starke, wieder abklingende Krampferscheinungen ai 
Die Tiere befanden sich in E inzelkafigen aus Glas, die das quantitative Sammie! 
von Harn und Faeces erméglichten. Zur Auffangung der Exspirationskohlensiw 
gelangten sie in besondere Stoffwechselkafige, wobei der Versuch stets unterbrocl: 
und neu begonnen wurde, wenn wahrend dieser Zeit das Tier Harn oder Fae 
produzierte. Diese VorsichtsmaBregeln waren notwendig zur vélligen Ausschaltw: 
eventueller Kontaminationen von Seiten sich zersetzenden Harnes oder Kotes. 

Zu den Harnfraktionen wurde eine bekannte Menge Oxalsaure als Trige 
substanz gefiigt und nach Neutralisation Pufferung mit Essigsiure und Ace 
durch Zugabe von Calciumchlorid Calciumoxalat gefallt. Dessen Aktivitat hale 
wir direkt gemessen. Dieses Vorgehen erwies sich auf Grund folgender Kontrol: 
als brauchbar: a) Zu gewéhnlichem Rattenharn fiigten wir eine bekannte Meu 
aktiver Oxalsiure. Es lieBen sich 99,2 bzw. 100,4 °,, der Aktivitat wieder auffinde 
Aliquote Teile blieben ferner bei Zimmertemperatur und LichteinfluB 28 Sti 
stehen, worauf das gefiallte Calciumoxalat 95,6 und 93,5°/, der Aktivitit repras 
tierte. Bei langerem Stehenlassen des Harnes muBte aiso mit einem merklich 
Verlust der Harn-Oxalsiure gerechnet werden. b) Nach der Oxalatfallung 
bleibende Harnfiltrate wurden eingedampft und die Riickstande der feucht 
Veraschung unterworfen. Das erhaltene Bariumcarbonat war inaktiv. Die vont 
Ratten mit dem Harn ausgeschiedene Aktivitaét lieB sich somit durch Calci! 
fallung quantitativ erfassen. c) Um zu priifen, ob im Harne aktive Umwandlus 
produkte der Oxalsiure vorlagen, wurden entsprechende Harnproben unter \" 
wendung eines Ionenaustauschers (Dowex-1) chromatographiert. Aktivitat {i 
sich aber nur in den Oxalsaurefraktionen. 
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Die Faecces brachten wir im Vakuum zur Gewichtskonstanz, verbrannten 
einen aliquoten Teil und bestimmten die Aktivitét. Die zerkleinerten Nieren und 
Lebern wurden mit 18-proz, Salzsaure extrahiert und zu diesen Extrakten Oxal- 
siure als Trager gefiigt. Alsdann fallten wir wiederum Calciumoxalat und maBen 
dessen Aktivitaét. Die méglichst quantitativ herauspraparierten Knochen wurden 
pulverisiert und im Vakuum zur Gewichtskonstanz gebrac tht. Die Aktivitat eines 
aliquoten ‘Tciles ermittelten wir nach C berfihrung in Bariumcarbonat. Den ver- 
pleibenden Tierkérper zerkleinerten wir in der Fleischhackmaschine, gaben 
Trigeroxalsiure hinzu und behandelten mehrmals mit 18-proz. Salzséure. Aus diesen 
Extrakten wurde wieder das Calciumoxalat ausgefallt. Einen Teil des extrahierten 
fiermaterials unterwarfen wir der feuchten Veraschung, wobei das gemessene 
Bariumcarbonat keine Aktivitat zeigte. 

Von der gesammelten Galle wurden Proben mit Trageroxalat versetzt und 
das ausgefallte Calciumoxalat gemessen. Ferner haben wir aliquote Teile der Galle 
direkt verascht und ihre Aktivitat gepriift. 

Zur Erreichung steriler Faeces erhielten mannliche Ratten taglich 
dreimal je 2,0 ml Chloromycetin-palmitat (180 mg Chloromycetin pro Tag) 
mit einer Schlundsonde. Die Tiere wurden taglich mit einer 0,5-proz. Desogen- 
lisung gewaschen, Sie befanden sich in desinfizierten Glaswannen, die taglich 
dreimal gewechselt wurden. Trink- und FuttergefaBe haben wir des Ofteren ge- 
reinigt und sterilisiert. Nach 6 Tagen téteten wir eines der Tiere und entnahmen 
unter sterilen Kautelen Dickdarminhalt, der sich als steril erwies*. Nun appli- 
zierten wir den verbleibenden Tieren Oxalsaure und verfuhren wahrend 7 Tagen 
im oben genannten Sinne. Urinverluste waren bei dem haufigen Kafigwechsel 
und der Desogenwaschung der Tiere nicht zu vermeiden, weshalb wir auf die 
quantitative Erfassung der mit dem Harn ausgeschiedenen Aktivitat verzichten 
muBten. Jedes Tier erhielt wahrend 14 Tagen 2,52 g Chloromycetin. Nach Be- 
endigung der Versuche téteten wir die Ratten durch Dekapitation und gewannen 
wiederum unter sterilen Kautelen aus dem Dickdarm Proben zur bakteriologischen 
Untersuchung. Dieselben lieBen kein Bakterienwachstum im Darm erkennen. 
Wahrend der 14-tagigen Chloromycetin-Behandlung verloren die Tiere durch- 
schnittlich je 10 g an Gewicht. 

Die Weteteceiaeen fiir Aspergillus niger enthielten bei Versuch 1: 
5’, Rohrzucker, 0,2°, NH,Cl, 0,1°,, KH,PO,, 0,025°,, MgSO,-7H,O, bei Versuch 2 
i 5 bzw. 20°,  Rohrzucker, 0, 1% NaNO,, Oo, Beit. PO, 0,05°,, MgSO,:7H,O 
und 0,05°,, KCI. Die Ziichtung erfolgte i im G laskolbe *n und erlaubte, die entstehende 
Kohlensaiure quantitativ aufzufangen. Die Chromatographie der Nahrlésungen 
nach beendetem Pilzwachstum lieB neben Oxalsiure noch andere radioaktive 
Anteile erkennen. 


Diskussion der Ergebnisse 


Nach subeutanen Gaben von C-Oxalsiiure an Ratten erwies sich 
die Exspirationskohlensiiure der Tiere. im Gegensatz zu den Versuchen 
von Weinhouse und Friedmann® von allerdings nur 5stdg. Dauer. 
stets als aktiv. Unsere Messungen lieBfen erkennen, daB bis zu §.8°,, der 
applizierten Aktivitit auf diesem Wege elimiviert wurden. Curtin und 
King? fanden im Verlaufe von 24 Stdn. nicht mehr als 0.49, der in- 
jizierten Aktivitat in der Exspirationskohlensiiure. Am gréften war die 
Oxalsiiure-Ausscheidung mit dem Harn und besonders wihrend der 
ersten Versuchstage betriichtlich, spiter aber nur noch geringfiigig. Die 





* Wir danken Herrn Dr, 8S. Seidenberg, Oberarzt des Hygienischen In- 
sae der Universitat +e , verbindlichst fiir diese Priifungen. 
-O.H. Curtin u. C.G,. King, J. biol. Chemistry 216, 539 [1955]. 
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Faeces waren bis zum SchluB aktiv. Nach 21 bzw. 26 Tagen enthie; 
selbst der Knochen noch '4C-Oxalat und trat damit als Speicher fij 
solches deutlich in Erscheinung. Leber und Niere waren nur geringfiigiy 
aktiv. Nach rund 50 Stdn. hatten 50% der applizierten Aktivitat de 
Tierkérper verlassen. Ganz kirzlich publizierten Curtin und’ King’ 
eine Halbwertszeit von 2,5 Tagen. Unsere Versuche gaben \uskunf 
iiber das Verbleiben von rund 90% der in Mengen von etwa 30 y pr 
g Korpergewicht verabreichten Dicarbonsiiure. 

Wir zeigten, da injizierte Oxalsiure partiell mit der Galle au. 
veschieden wird, wobei die auf diesem Wege eliminierten Menge, 
offenbar starken Schwankungen unterliegen. Eine Riickresorption finde 
wohl kaum statt, aber ein bakterieller Abbau, der indessen nicht di 
Gesamtmengen umfabt, da ja wie erwaihnt auch in den Faeces noe) 
aktive Oxalsiiure nachweisbar war. Bei Ratten mit sterilem Darm, di 
also offensichtlich nicht mehr iiber Oxalsiure angreifende Bakterie) 
bzw. Fermente verfiigen, blieb die Exspirationskohlensiure nai! 
14('.Oxalsiiure-Injektion inaktiv. 

Wir halten damit fiir erwiesen, da8 Oxalsiure von den Fermente 
der tierischen Zelle nicht abgebaut werden kann, vielmehr ein Stoff. 
wechselendprodukt darstellt, das indessen durch die Darmbakterien ar. 
gegriffen werden kann. 

Versuche mit Asperillus niger lieBen erkennen, da dieser Pilz de 
Nihrlésung zugefiigtes Oxalat weitgehend zu Kohlensiiure oxydiert 


Zusammenfassung 

1. Zur Untersuchung des Verhaltens im Tierkérper injizierten wi 
an Ratten 1.2-C-Oxalsiiure. Deren Halbwertszeit konnte zu 50 Std 
berechnet werden. Selbst nach langerer Zeit (26 Tagen) wurden iu 
Knochen noch geringe Mengen zurickgehalten. 

2. Oxalsiure kann in merklichen Mengen mit der Galle awff 
geschieden werden und in den Darm gelangen. 

3. Nach subcutaner Injektion von C-Oxalat erwies sich die Ei- 
spirationskohlensiure stets als aktiv, war aber inaktiv, wenn die Appi: 
kation an Ratten mit sterilem Darm erfolgte. Es dirfte damit endgiilti 
bewiesen sein, dai der Tierkérper Oxalséure nicht abzubauen verma 
dieselbe indessen durch die Darmbakterien zu CO, oxydiert werden kami 

4. Aspergillus niger fiihrt der Nahrlosung zugefiigtes Oxalat 2 
etwa 70% in Kohlensaure iiber. 


Summary 


1. 1.2-4C-oxalic acid has been injected into rats in order to stu() 
its behaviour in the animal organism. Its half-life time has been calei 
lated to be of fifty hours. Small amounts were retained in the bone 
even after 26 days. 
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2. Oxalic acid is excreted in perceptible amounts in the bile and 
reaches the intestinal tract. 


3. The respiratory carbon dioxide always showed some activity 
after subcutaneous injection of MC-oxalate, whereas no activity was 
observed after administration to rats with a sterile intestinal tract. It 
may thus be regarded as proved that the animal organisnt is not capable 
of metabolizing oxalic acid. The latter is however oxidized to carbon 
dioxide by the intestinal bacteria. 


4. Aspergillus niger effects approximately 70 per cent conversion to 
carbon dioxide of oxalate added to the culture medium. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 304 
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Uber das Verhalten der Nucleinsiiuren 
in Leber, Muskulatur und Gehirn 
wahrend der Fétalentwicklung von Ratten 
Von 


Karl Wirth und Kurt Schreier 


Aus der Universitits-Kinderklinik Heidelberg, Direktor Prof. Dr. Ph. Bamberger 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Februar 1955) 


Zur Interpretation von Ergebnissen des Studiums tiber den Einba 
von 4C-Glykokoll in die Nucleinsiuren und Proteine von Ratten wiihren 
der Fétalentwicklung!, schien es erforderlich, zunaichst den Gehalt de 
zu untersuchenden Organe an Ribosenucleinséiuren (RNS) und Desoxy. 
ribonucleinsiuren (DNS) wihrend des intrauterinen Wachstums zu le. 
stimmen. Fiir die Ratte liegen unseres Wissens nur Untersuchungen da 
Nucleinsiiurephosphors in der Leber wihrend der Fo6talperiode vor: 
Bei Kiicken haben Leslie und Davidson Studien mitgeteilt®. Wenige 
komplette und z. T. mit ungeeigneter Methodik durchgefiihrte Unte: 
suchungen stammen von anderen Autoren‘. 

Da die Bestimmung des Nucleinsiure-P durch zahlreiche Febhle. 
moglichkeiten belastet ist, haben wir fiir unsere Untersuchungen de 
kolorimetrischen Bestimmung der Desoxyribose unt Ribose den Vorzi 


gegeben. 








Methodik 


Wir hielten uns in den Grundziigen an die Verfahren von v. Euler u. Hahn | 
Als wesentliche Modifikation ist der Zusatz von Natriumdodecylsulfat* zu ve 
merken, Diese Substanz erwies sich nach Kay und Dounce® als hervorrage 
geeignet, die Nucleinsiuren von den EiweiSstoffen zu trennen. Eigene Kontrd 
untersuchungen haben ergeben, daB durch den Zusatz dieses Detergens die Au: 
beute an beiden Nucleinsiuretypen aus allen Homogenaten deutlich anstieg w 


1K. Schreier, K. Wirth u. W. Hack, diese Z. 304, [1956], anschlieben 

2 I. Geschwind u. C. H. Li, J. biol. Chemistry 180, 467 [1948]. 

3 a) I. Leslie in ,,The nucleic acids“ (siehe bei Chargaff!). b) I. Lesl 
u.J.N. Davidson, Biochem. J. 49, XII [1951]. 

4 FE. Masing, diese Z. 75, 136 [1911]; M. E. Dumm, J. cellular compar 
Physiol. 21, 27 [1943]; J. B. Flexner u. L. B. Flexner, ebenda 38, | [1951 
D. V. N. Reddy, M. E. Lombordo u. L. R. Cerecedo, J. biol. Chemistry I 
267 [1952]; (kompl. Literatur bei Leslie). 

> H.v. Euler u. L. Hahn, Arch, néerl. Physiol. Homme Animaux 28, 
[1948], n. Hinsberg-Lang, Med.Chemie, Urban & Schwarzenberg, Miinchen 1%) 

6 E.R. M. Kay u. A. L. Dounce, J. Amer. chem. Soc. 75, 4041 [1953 
E.R. M. Kay, N.S.Simmons u. A. L. Dounce, ebenda 74, 1724 [1952]. 

* Wir sind Herrn Prof. Dr. H. Rudy fiir die Uberlassung zu Dank verbuntt 
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daB in den KiweiBsedimenten mit der uns zur Verfugung stehenden Methodik 
keine die Dische- und Phloroglucin-Reaktion gebenden Substanzen mehr nach- 
weisbar waren’, 

Gravide Ratten mit verschiedener Tragzeit wurden in Athernarkose ent- 
plutet. Von dem zu untersuchenden Material wurde 1 g (Feuchtgewicht) mit 5 m/ 
physiol. Kochsalzlésung homogenisiert (Atommixmill, Prof. Willems). 3 ml des 
Homogenats wurden mit | ml einer 5-proz, Losung von Dodecylsulfat in 50-proz. 
Athanol versetat und 2 Stdn, im Eisschrank stehengelassen. Der Rest und die 
Organe wurden bei 20° in der Tiefkithltruhe aufbewahrt. Die Nucleinsauren 
wurden mit Lanthanacetat gefallt’. Fir die Extraktion der Ribonucleinsauren 
verwendeten wir 0,4-m, Na,CO,. Die weitere Bestimmung wurde nach v. Euler und 
Hahn® vorgenommen. Zur Messung wurde ein Unicam-Photometer verwendet. 

Die DNS wurde durch 10 Min. lange Inkubation mit 5-proz. Trichloressigsaure 
im Wasserbad bei 90° herausgelést. Desoxyribose wurde nach Bergold und Pister* 
bestimmt. Fur die Gewinnung der Standardkurve standen uns ein umkristalli- 
siertes kaufliches Praparat (Merck) von Ribose und ein papierchromatographisch 
einheitliches Desoxyribosepraparat * zur Verfiigung. In der Tabelle sind die Werte, 
ausgedritckt: in mg Ribose bzw. Desoxyribose, bezogen auf 100 mg Stickstoff, zu- 
sammengestellt. 


Gehalt der Gewebe von Mutter und Embryo an Ribose und Desoxyribose 
in mg/100 mg N. 




















) Mutter | Embryo 
Muskel | Gehirn | Leber | Muskel | Gehirr 
| ; 
D- D- _ | p-ni.| ... | D- | D 
Lib. Rib. Lib. Rib. | Rib. Lib | Rib Rib. Ribs 
3,665 | 4,66 9,52 | 5,45412,117 | 8,11 | 3,74 
3,998 4,44 9,51 [13,63] 9,05 6,86 4,16 
3,33 4,88 9,76 113,91] 7,53 5,88 | 4,31 
3,33 4,66 9,51 113,99] 6,94 4.99 | 4,3 
3,66 4,66 9,25 [14,08] 6,13 4,73 | 4.44 
3,33 4,66 9,52 [14,61] 5,63 3.99 | 4,76 
3.46 4,558 9,51 [15,38] 5 3.80 | 4.99 






































Interpretation 


Es ist seit lingerer Zeit bekannt, daB embryonales Gewebe einen 
wesentlich héheren Nucleotidgehalt aufweist als das entsprechende 
Gewebe erwachsener Tiere®. Man schlof} aus diesen und weiteren Unter- 
suchungen!®, daB die Nucleinsiuren offenbar eng mit der Protein- 
svnthese verknipft sind. Diese vielfach wiederholte Annahme  schien 
uns nur dadurch beweisbar, daB simultan mit der Bestimmung des Ge- 
haltes der Nucleinsiuren auch die Umsatzrate dieser Kérperklasse und 


Vgl. auch K. Schreier, A. Raspe u. V. Heinke, Klin. Wschr. 33, 1096 
1955]; J.N. Davidson u. C.Waymouth, Biochem. J. 38, 39, 379 [1944]. 
*G. Bergold u. L. Pister, Z. Naturforsch. 3b, 406 [1948]. 
T. Caspersson u. B. Theorell, Chromosoma 2, 132 [1941]. 
” Literatur bei E. Chargaff u. J. N. Davidson, The nucleic acids, Vol. | 
u. Il, Academie Press, New York 1955. 
_ * Herr Prof. H. Schmid, Chemisches Institut der Universitat Heidelberg, 
hat uns liebenswiirdigerweise dieses werivolle Praparat zur Verftigung gestellt. 
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der Proteine studiert wird. Unsere 4C-Lysin -Untersuchungen ?! hatte 
ergeben, dal die Einbaurate dieser Aminosiiure stark vom Alter um 
dem Entwicklungsstadium abhingt. Die Bestimmung der Nucleinsiure 
sollte deshalb unsere friiheren Untersuchungen ergiinzen. 

Zum Vergleich unserer Werte mit denen der Literatur lidt yy 
allem die Publikation von Geschwind und Li? ein. Die voi diese 
Autoren gefundenen Verinderungen des DNS- und RNS-P_ wahren 
der Foétalentwicklung stimmen in ihrer Relation vollig mit den Ve. 
schiebungen der beiden Pentosen iiberein, welche wir bestimmt habe: 

Bei Hiihnchen®! fiel in der Muskulatur vom 12. Bebriitungstay 
bis zum Schliipfen der RNS-P auf etwa !/; und parallel damit de 
DNS-P auf etwa '/, ab. Bei unseren Rattenembryonen dagegen steig 
wihrend der Beobachtungszeit der DNS-Gehalt geringgradig an, wihren 
die RNS-Konzentration auf rund 48°, abfallt. Besonders bemerkem. 
wert sind die Ergebnisse im Gehirn. Hier verhalten sich RNS und DN) 
absolut gegensinnig, so daB am Ende der Graviditat das RNS/DN‘ 
Verhaltnis von etwa 2,5 auf 0,4 abgesunken ist. Reddy und Mitarbb: 


haben im embryonalen Hiihnerhirn ebenfalls eine héhere RNS-P/DNS-P. | 


Relation bestimmt als bei erwachsenen Tieren. Dazu ist zu bemerke: 
daB nach Mandel und Bieth? die endgiiltige Zellzahl des Rattenhin 
erst am 16. Tage nach der Geburt erreicht ist. Daraus erklart sich wol 
z. T. die deutliche Verminderung der Nucleinsiiurewerte bei den Mutte 
tieren gegeniiber den Neugeborenen. Der Abfall der NS-Konzentratiu: 
bezogen auf Gewicht und Eiweif, beruht natiirlich darauf, dab die Ze 
wihrend der Reifung laufend an EiweiB- und Lipoidgehalt zunimn 
Bei erwachsenen Ratten gibt Schneider® ein Verhaltnis der RNS/DY 
von 0,94 an, wihrend Berabek™ einen Wert von 1,4 und Mande 
und Mitarbb.!> sogar einen solchen von 2,67 gefunden haben. Wy 
glauben, dal die von uns gefundenen wesentlich anderen Werte a 
Unterschieden in der Methode, und zwar vielleicht auf den Zusatz 
Dodecylsulfat zuriickzufiithren sind. 

Aus den Bestimmungen bei den Muttertieren ergibt sich ei 
weitgehende Konstanz der DNS-Werte, welche ja von den ander 
Autoren ebenfalls festgestellt wurde. Auch der RNS-Gehalt schwank 
nur recht wenig. Dies zeigt an, in welch konstantem Ernahrungszustal 
sich die Tiere befanden. 

Die Stabilitat des DNS-Gehaltes der Zelle scheint eine biologist! 
Notwendigkeit zu sein, und er kann deshalb als Bezugswert fiir ande 
Zellbestandteile Verwendung finden. Unsere Bestimmungen demo! 
strieren, da sich dagegen im wachsenden Gewebe der DNS-Gebi 
stark veriindert. Diese Verschiebung diirfte der Ausdruck der Mitosera! 

1K. Schreier, E.Zéller, B. Vira-Wissarianow, H.G, Néller 
P.O. Madsen, noch nicht veréffentlicht. 

2 P, Mandel u. R. Bieth, Experientia [Basel] 7, 343 [1951]. 

8: W.C. Schneider, J. biol. Chemistry 164, 747 [1946]. 

14 J, Berabek, Ark. Kem. Mineralog. Biol. 24, 1 [1947]. 

15 P, Mandel u. Mitarbb., Bull. Soc. Chim. biol. 82, 80 [1950]. 
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ein, Aus histochemischen Untersuchungen scheint hervorzugehen, dab 
die DNS-Verdoppelung deutlich der Zellteilung vorangeht. 

Halt man die Auffassung von Novikoff und Potter!® fiir richtig, 
daB eine Beziehung zwischen einem hohen RNS-Gehalt und raschem 
Wachstum besteht, so muBte die GréBenzunahme der Leber am Ende 
der Graviditat und jene von Gehirn und Muskulatur in der Friihphase 
der Embryonalentwicklung besonders hoch sein. Unsere Studien tiber 
die Inkorporierungsrate von MC-Glykokoll in die EiweiBkérper der 
einzelnen Organe ergeben wirklich einen raschen Abfall der Einbau- 
veschwindigkeit in Muskulatur und Gehirn gegen das Ende der Schwanger- 
schaft zu. wihrend die Leberproteine einen Wiederanstieg der Einbau- 
rate. bezogen auf EiweiBgewicht. zeigen!. Bemerkenswerterweise ver- 
laufen dagegen RNS-Gehalt und Glycin-Inkorporation in die Pentose- 
nucleinsiuren. wenn man sie auf die Gewichtseinheit bezieht. keineswegs 
parallel. sondern bei jungen Foten ist die Einbaugeschwindigkeit in 
Leber- und Muskulatur-RNS am héchsten. Die Annahme. dali RNS- 
Gehalt und Proteinsyntheserate in enger Beziehung zueinander stehen. 
wird demnach durch die Ergebnisse unserer Untersuchungen gesttitzt. 
und wir halten es fiir sehr wahrscheinlich, dag die Neubildung der 
RNS-Matrizen der de novo-Synthese der EiweiBmolekiile vorausgeht. 


Zusammenfassung 

Die Bestimmung der Ribose und Desoxyribose in den Nucleinsauren 
von Leber. Muskel und Gehirn von graviden Ratten und deren Foéten 
waihrend verschiedener Entwicklungsperioden ergibt, daB in der Ratten- 
leber die RNS bis zur Geburt laufend zunimmt. wahrend die DNS aut 
40°, des Wertes bei 1.2 g schweren Foten abfallt. In der Muskulatur 
zeigt sich ein leichter Anstieg der DNS und ein Abfall der RNS auf 
etwa 50°,. Im Gehirn verhalten sich RNS und DNS vollig gegensinnig 
wie in der Leber. 

Die Bedeutung der Befunde wird diskutiert und eine Beziehung 
aufzustellen versucht zur Syntheserate der Nucleinséuren und Proteine 
wihrend der Fétalperiode. 

Summary 

Determination of ribose und desoxyribose in the nucleic acids of 
the liver. muscle and brain of gravid rats and their foetuses in different 
stages of development shows that in rat liver the RNA continually 
increases up to birth while the DNA falls to 40 per cent of the value 
lor foetuses of weight 1.2 g. A slight increase in the DNA and a fall in the 
RNA to about 50 per cent is observed in the musculature. The behaviour 
ofthe RNA and DNA in the brain is completely contrary as in the liver. 
The signifieance of the results is discussed and an attempt made to 
devise a relationship for the rate of synthesis of nucleic acids and proteins 
during the foetal period. 


* A.B. Novikoff u. V. R. Potter, J. biol. Chemistry 178, 223 [1947]. 
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Uber den Einbau von 2-"4C-Glykokoll ; 
in die Nucleinséuren und Proteine der fétale: 
und miitterlichen Gewebe bei der Ratte 
Von 
Kurt Schreier, Karl Wirth und Werner Hack 
Aus der Universitiits-Kinderklinik Heidelberg, Direktor Prof. Dr. Ph. Bamberger 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Februar 1956) 


Die Ergebnisse von Versuchen in vivo und in vitro mit verscliiedene 
markierten Verbindungen sprechen dafiir, daB die C-Atome 4 und 5 iy 
Purinskelett von Glykokoll stammen!. Auch fiir die Methylgruppe wu 
Thymin gilt Glycin als Ausgangssubstanz?. Da die Formylgrupp: 
welche die Atome 2 und 8 der Ureide aufbauen, sich zumindest z.] 
von Glycin herleiten, kann diese Aminosiure (AS) als besonders ¢. 
eignet zum Studium der Synthesegeschwindigkeit der Nucleinsauren ix 
miitterlichen und f6talen Organismus gelten. 

Wir haben deshalb 50 wC 2-4C-Glycin (etwa 5 mg in 5 m/ Ringe 
lésung) graviden Ratten intraperitoneal injiziert und nach I[solierwy 
der Ribonucleinsiiure (RNS) und Desoxyribonucleinsiure (DNS) ¢ 
spezif. Aktivitét bestimmt. Die Tiere wurden nach 16 Stdn. getite 


Methodik 
Das Verfahren gestaltete sich im wesentlichen so, wie es in der vorigen Arbeit 
beschrieben wurde. Die RNS wurde mit Natriumcarbonatlésung extrahiert, 
Extrakt im Vak. eingeengt, dann quantitativ auf ein Zahlschalchen iibergefiilr 


bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und iiber P.O; aufbewahrt. Die DNS wun — 


mit Trichloressigsiure aus dem Sediment geliést. Nach Ausathern der Saure wurt 
die Lésung wieder eingeengt und auf einem Schalchen getrocknet. Die Zahlung 
Impulse erfolgte mit einem Glockenzahlrohr mit besonders diinnem Fensterbel 
unter Verwendung des Zahlgeraites FH 49 von Friesecke & Hoépfner. Es wurlt 
jeweils mehrfach 1000 Impulse gezaihlt. Nach Abzug des Nullwertes wurden ( 
RNS-Werte entsprechend der Absorption durch das Natriumcarbonat. korrigiet 

Das nach der Nucleinséureextraktion zuriickbleibende EiweiB wurde 1 
Trichloressigsaure gefallt, mehrfach gewaschen und bis zur Gewichtskonsta 
getrocknet. Dann wurde das Protein fein zerrieben und in einer genau gewogel! 
Menge mehrfach die spezif. Aktivitat gemessen (s. Tabellen 1 und 2). 

1 J.M. Buchanan u. J.C.Sonne, J. biol. Chemistry 166, 781 [1* 
G. A. LePage u. C. Heidelberger, J. biol. Chemistry 188, 593 [1951]; D. Shem 
u. D. Rittenberg, ebenda 167, 875 [1947]. 

2 J.C. Sonne u. I. Lin, Fed. Proc. 11, 290 [1952]. 

3 K. Wirth u. K.Schreier, diese Z. 804, 182 [1956], vorstehend; a) } 
Schreier, E. Zéller, B. Vira-Wissarianow, H.G. Néller u. P. O. Madse! 
noch nicht veroffentlicht. 
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fab. L. Spezit. Aktivitat der Proteine fotaler und miitterlicher Organe, bezogen auf 
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Tab, 2. Spezit. Aktivitat der Nucleinsauren f6taler und miitterlic 
I ~ . ° 
. 0,5 g Feuchtgewicht (t 


Protein (a) und 0,5 g Feuchtgewicht (b) (Impulse/Min.). 























12g 19g 3,62 4,22 4,6 ¢ 
a | b | a | b | a | b | a b | a | b 
100 355 94 519 68 | 286 60 | 196 91 | 383 
10 25 9 45 4 15 6 17 7 30 
5 z a 21 2 9 3 14 3 | 11 
102 175 78 NS | 43 70 5O 64 is | 130 
713°; «73 95 | 105 | 40] 40] 23} 25] 33 | 80) 
35 46 48 62 26 53 21 35 26 | 50 








bezogen auf 10 mg Pentose (a) bzw 




















Diskussion der Ergebnisse 


























Embryogewicht 1,2¢g 19g 3,6 g 4,2 ¢ 4,6 g 
a | b | a | b | a | b | a | b | a | b 
A. Ribonucleinsauren 
Mutter | | 
Leber . 672 sl 500 57 398 | 48 | 440) 53 | 398] 48 
Muskel 152 5 142 6 399 | 12 | 366] 11 182 6 
Gehirn 167 5 249 6 soz 9 | 336 8 222 6 
Embryonen 
Leber . 1904 68 433 39 285 | 30 | 263 | 30 | 224] 27 
Muskel 742 29 515 ih 560 1] 15 | 5821 14 | 582; 14 
Cehirn 235 12 307 12 366 | 11 | 317 | 12 | 378 | 14 
B. Desoxyribonucleinsauren 
Mutter | | 
Leber . 100 4 {/158| 6/150; 6 ]150] 6 
Muskel 210 8 300 12 238 | 10 | 286 {| 12 | 190 8 
 Gehirn 25 2 49 4 26 2 50 4 51 4 
Embryonen 
Leber . 25 2 365 22 | 304] 14 | 227] 10 | 350{ 14 
Muskel 333 6 500 10 | 400; 12 | 143 4 | 214 6 
(Cehirn 200 4 300 2 | 222; 12 | 114 8 50] 4 


Unseres Wissens liegen gleichartige Untersuchungen in der Literatur 
hoch nicht vor, so daB auch keine Vergleichsméglichkeiten iiber die 
Finbaurate von =P bestehen. Die Angaben iiber die Umsatzrate der 
DNS und RNS in der Zelle bei ruhendem Gewebe, gemessen am Einbau 
der verschiedenen Vorstufen, sind in der Literatur sehr unterschiedlich 3». 


3 Ne . . . sw ‘ c ‘ . . 
» Siehe z. B. bei K. Lang, Der intermediare Stoffwechsel, Springer-Verlag, 


Heidelberg 1952; E. Chargaff u. J. N. Davidson, The nucleic acid Vol. I u. I, 


Academic Press, New-York 1955. 
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In diesem Zusammenhang hier interessieren vor allem frithere lrgebnisy. 
welche mit markiertem Glykokoll gewonnen wurden, Furst und Brown! fandg 
in der ruhenden Rattenleber eine Relation der Umsatzgeschwindizkeit yo, 
RNS/DNS von etwa 3. In der regenerierenden Leber war die Erneucrung qe 
beiden Nucleinsiuren wesentlich rascher als im ruhenden Gewebe, und zwar stie; 
die Einbaurate von Glykokoll in die DNS um das 6—9fache an. Ent~prechend 
Ergebnisse mit **P als Indikator liegen in gréBerer Zahl vor®. Auch !°N -Glykoko) 
und 15N-Orotsiure® wird von der regenerierenden Rattenleber gesteivert inky 
poriert. 

Volkin und Carter? fanden, daB die Umsatzgeschwindigkeit der |) NS offe 
bar nicht nur von der Mitoserate abhangig ist, sondern auch groBe arispezifisch 
Unterschiede aufweist. Nach Davidson und Mitarbb. sowie nach Barnum wi 
Huseby u.a.® erfolgt die RNS-Synthese im Kern der Leberzelle wesentlic 
lebhafter als im Plasma und besonders in den Mikrosomen. Dies trifft it erhohte, 
MaBe fiir die regenerierende Leber zu (Nygaard und Rusch‘). 

Es sei noch darauf hingewiesen, daB Léw® eine hohe Isotopenkonzentratioy 
in der Ribose der Nucleinsaéuren fand, wenn 2-4C-Glykokoll an Ratten verabreic); 
wurde, Es besteht demnach guter Grund fiir die Annahme, daB der Organism 
Glycin-C-Atome fiir die Pentosesynthese heranzieht. 


Bei der Durchsicht unserer Werte fallt zunachst die ungewohnlic) 
hohe Radioaktivitaét der Leber- und Muskel-RNS bei unserem jiingste: 
Foten auf, wihrend in den spiteren Entwicklungsstadien die Inkorp. 
rationsrate von 2-C-Glykokoll in die Leber-RNS der Mutter deutlic 
iiber jener der Féten liegt. Die Markierung der Muskel-RNS bleili 
dagegen bei den Féten stets iiber jener der Muttertiere. Vergleicht ma 
damit die Einbaurate in die Proteine, so zeigt es sich, da® in beide 
Organen konform mit dem Verhalten der RNS — vielleicht etwas naci- 


hinkend — die spezifische Aktivitét absinkt. Dieser Befund spricht 


demnach dafiir, da die Neubildung von RNS-Matrizen der de-novo. 
Synthese von Proteinen vorausgeht, eine Annahme, welche u.a. va 
Borsook und von Pardee!® vertreten wird. Novikoff und Potter’ 
postulieren, dafi ein Maximum des RNS-Gehaltes mit einem intensive 


EiweiBaufbau zusammenfallt. Dies trifft fiir die Muskulatur zu. Hef 
fallt — wie in der vorausgehenden Arbeit? gezeigt wurde — die R\\f 
Konzentration auf die Halfte im Verlaufe unserer Untersuchung: § 


periode ab und ebenso verhalt sich die Einbaurate von 'C-Glyk- 


48.8. Furst u. G. B. Brown, J. biol. Chemistry 191, 239 [1951 |. 


5 Z.B. A.Bergstrand, N. A. Eliason, E. Hammersten et al., Cold Spr; : 


Harbor Sympos. quantitat. Biol. 13, 22 [1948]; N. A. Eliason, E. Hammerstei! 


P. Reichardet al., Acta chem. scand. 5, 431 [1951]; R. M. Johnson u.¥. Alber & 
Arch. Biochem. Biophysics 35, 340 [1952]; O. Nygaard u. A. P. Rusch, Cane®e 


Res. 15, 240 [1955], u. andere. 
6 —. P. Anderson u. 8. E.G. Aquist, J. biol. Chemistry 202, 513 [1% 
7 E. Volkin u. C. E. Carter, J. Amer. chem. Soc. 73, 1519 [1951]. 
8 a) J.N. Davidson, Cancer Res. 10, 587 [1950]. b) J. N. Davidse 
I. Leslie u. C. Waymouth, Biochem. J. 42, XV [1948]; c) C. P. Barnum 
R. A. Huseby, Arch. Biochemistry 29, 7 [1950]; Cancer Res. 13, 880 [1% 
9 B. Low, Acta chem. scand. 4, 294 [1950]. 
10 a) H. Borsook, Vortr. III. int. KongreB Biochemie Briissel 1955. b) A.! 
Pardee, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 40, 263 [1954]. 
11 A, Novikoffu. V. R. Potter, J. biol. Chemistry 178, 223 [1948]. 
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koll in die Muskelproteine. Die miitterliche Leber hat einen  h6- 
heren RNS-Gehalt als die der Foten und auch die Einbaurate des 
Glveins liegt tiber jener der Embryonen. In der Endphase der Gravi- 
ditat steigt mit der Vermehrung des RKNS-Gehaltes der Glycineinbau 
in die fotale Leber an. Alle diese Befunde stehen demnach in Einklang 
mit der Theorie, daB RNS und EiweiBsynthese auf das engste mit- 
einander verkniipft sind. In Versuchen mit MC-Lysin fanden wir aller- 
dings die spezifische Aktivitat der Leberproteine der Foéten fast stets 
hober als jene der Muttertiere?*. Kruh und Borsook” stellten fest. 
daB der RNS-Gehalt bei Reticulocyten rasch abfallt. wenn diese Eiweil 
svnthetisieren. Das einfache Vorhandensein von RNS genitgt zweifels- 
ohne fiir die EiweiBsynthese nicht, sondern verschiedene andere Fak- 
toren wie Aminosdureangebot, Ablauf der energieliefernden Prozesse 
und die Aktivitaét verschiedener Enzyme spielen ebenfalls eine Rolle. 
Dies zeigen deutlich die Verhaltnisse im Gehirn. Obwohl die RNS 
wihrend der Embryonalperiode rasch absinkt, findet sich in der In- 
korporierungsrate von Glycin in die Proteine (d. h. bei der Eiweib- 
neubildung) nur ein geringgradiger Abfall. In Ubereinstimmung mit 
unseren Inkorporationsversuchen von *58-Methionin!’ sowie den Unter- 
suchungen von Greenberg und Winnick! ist die Eiweifneubildung. 
gemessen an dem Glycineinbau in die Proteine des Gehirns, bei unseren 
Muttertieren gering, wahrend im embryonalen Organ eine 7—13mal 
hohere Einbaurate besteht. Dies beruht vor allem auf der geringen 
Permeabilitat der Blut-Liquorschranke erwachsener Tiere fiir AS?°. 

Koritz und Chantrenne!?!® glauben auf Grund ihrer Versuche mit 
4(.Glykokoll an Kaninchenreticulocyten, daB die RNS weniger bei dem 
Einbau der AS in EiweiBstoffe beteiligt sei, sondern die Differen- 
zierung eines .,primaren* Proteins in seine endgiiltige organspezifische 
Form vermittle. Diese Annahme ist natiirlich sehr schwer zu beweisen !”. 
Versuche von Peters sowie von Daly und Mirsky!® sprechen mehr 
oder weniger dafiir, daB zumindest bestimmte Proteine aus amorphen 
Proteinen umgebaut werden. In unserem Zusammenhang hier ist es 
hesonders interessant, daB von anderen Autoren?® festgestellt wurde. 
daB das Wachstumshormon (STH) der Hypophyse die Synthese von RNS 
mi stimulieren scheint, waihrend die DNS offenbar unbeeinfluBt bleibt. 

Es bleibt noch darauf hinzuweisen, daB der Einbau von Gly- 
kokoll in die Proteine wesentlich héher ist als in die Nucleinsduren. 

"J. Kruh u. H. Borsook, Nature [London] 175, 386 [1955]. 

% K.Schreier, R. Harmann u. W. Lesoine, in Vorbereitung. 

4D. M. Greenberg u. T.S8. Winnick, J. biol. Chemistry 178, 437 [1948]. 

® F. Friedberg u. D. M. Greenberg, ebenda 168, 405, 411 [1947]. 

6S. B. Koritz u. H.Chantrenne, Biochim. biophysica Acta 13, 209 [1954]. 

" Siehe bei E. F. Gale u. P. J. Folkes, Biochem. J. 55, 721, 730 [1953]. 

'S 'T, Peters, J. biol. Chemistry 200, 461 [1953]; M. M. Daly u. A. E. Mirsky, 
J. gen. Physiol. 36, 243 [1952]. 
_ 18 HLS. Distefano, A. D. Bass, H. F. Diermeier u. J. Tepperman, Endo- 
‘rinology 51, 386 [1952]; T. Y. Wang, K. M. Hsieh u. H. T. Blumenthal, ebenda 
58, 520 [1953 |. 
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Dieses Ergebnis stimmt mit den Befunden von LePage und Heidel. 
berger? iiberein. 

Wiihrend der DNS-Gehalt des Zellkernes reifer Gewehe weit. 
gehend konstant gefunden wurde?® ®, ist die Situation in wachsende 
Organen wesentlich komplizierter. In der Prophase ist der DNS-Gehai 
der Zellen doppelt so groB wie in der Telophase*!. In der vor uns sty. 
dierten Zellpopulation der Foétalorgane befanden sich  zweifelsohy 
alle Stufen des Mitosecyclus. Der Vergleich der Einbaurate yo 
4(C.Glykokoll in die DNS bei Mutter und Fét ist deshalb |esondes 
aufschluBreich. Die Umsatzrate der DNS in den miitterlichen Organe; 
ist offenbar weitgehend konstant. Dieser Befund stand zu_ crwarten 
Bei der Beurteilung der Werte ist zu beriicksichtigen, daB sich bei de 
relativ niedrigen Impulszahl eine Verschiebung um einen einzige, 
Schlag bereits stark in dem Wert, welcher auf 10 mg Pentose bezogen ist 
auswirkt. Erstaunlich hoch ist die Einbaurate der Muskel-DNS. k 
besteht natiirlich die Méglichkeit, daB diese Werte durch Kreatin. 
beimengungen mehr oder weniger verfalscht sind. Davidson, Leslie 
und Waymouth* hatten bei ihren Hithnerherz-Fibroblasten- Kulturen 
festgestellt, das die Zunahme der Pentosenucleinséure dem Austieg der 
DNS um mehrere Tage vorausgeht. Ein entsprechendes Ergebnis 
zeichnet sich in der Leber der Rattenfoten ab. Hier hinkt die DN‘. 
Neubildung ebenfalls um mehrere Tage hinter jener der RNS nach 
Dies muB nicht bedeuten, daB die DNS-Synthese auf Kosten des 
RNS-Gehaltes in den Zellen erfolgt. In den sehr friithen Stadien der 
embryonalen Entwicklung scheint dies der Fall zu sein’. Spiter, d.} 
bereits im Blastulastadium ist die Inkorporierung von 14C-Glykokoll i 
die DNS hoher als in die RNS. Dies kann nur heiBen, daB dieser Nuclei. 
siuretyp aus einfachen Vorstufen selbst synthetisiert wird. Furst wi 


Brown? zogen aus ihren Ergebnissen und den Untersuchungen voi — 


LePage und Heidelberger! den SchluB, daB es offenbar zwei ver 
schiedene Formen von DNS im Saugerorganismus gibt, eine ,,labile 
und eine ,,trige’’ Fraktion. Sehr wahrscheinlich unterscheiden siti 
diese beiden Typen in ihrem chemischen Aufbau und der physikalische 
Struktur. Mit Hilfe der chromatographischen Auftrennung der Nuclei: 
siiurebausteine sind wir dabei zu studieren, ob sich die DNS und RN 
im fétalen Organismus von jenen der erwachsenen Tiere unterscheidet 


Die Beziehung zwischen der EiweiBsynthese und der DNS i 
offenbar weniger eng als zur RNS. Nach unseren Untersuchunge 


20 A. E. Mirsky u. H. Ris, Nature [London] 163, 666 [1949]; R. Vendrel 
u. C. Vendrely, Experientia [Basel] 5, 327 [1949]. 

21 W. W. Novinski u. W. D. Jushok, Biochim. biophysica Acta [Amster 
dam] 11, 497 [1953]; H. Swift, Physiol. Zool. 28, 169 [1950], u. a. 

22 J. Brachet, Chem. Embryology; Interscience Publ., New York 1%! 
G. Schmidt, L. Hecht u. S.J. Thannhauser, J. gen. Physiol. $1, 203 [1% 
siche auch F, Duspiva, Naturwissenschaften 42, 305 [1955]. 
23, R. Abrams, Arch. Biochem. Biophysics 30, 90 [1951]. 
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scheint jedenfalls zwischen dem Wachstum des Gewebes, dem Gehalt an 
DNS und der Einbaurate von Glycin in DNS keine sichere Relation 
nachweishar zu sein. Proteinsynthese konnte in vitro in kernlosen 
Siugetierzcllen nachgewiesen werden*!, Insulte, welche die DNS-Neu- 
bildung hemmen (z. B. Roéntgenbestrahlung, N-Lost) vermindern die 


EiweiBsynthese nicht? 1, 

Allerdings findet sich in Ubereinstimmung mit den Befunden hei 
der Leberregeneration zumindest in bestimmten Perioden der Fétal- 
entwicklung eine signifikante Erh6hung des Einbaus von markiertem 
Glvcn in die Leber-Muskulatur und vor allem Gehirn-DNS. Nach 
Mandel und Bieth2® ist der Anstieg der DNS die derzeit beste 
Approximation des multiplikativen Wachstums. Gale und Folkes! 
fanden, dali die DNS-Zugabe zu zellfreien Partikeln in vitro die Eiweili- 
synthese beschleunigt. Eine v6llige Unabhangigkeit von DNS und 
KiweiBsynt hese ist demnach unwahrscheinlich. 

Die Syntheserate der DNS bleibt wihrend des f6talen Wachstums 
nicht konstant, sondern sinkt gegen das Ende der Fétalperiode in der 
Muskulatur und im Gehirn stark ab. Es erhebt sich in diesem Zusammen- 
hang die Frage, ob bei der Zellteilung die DNS der Tochterzellen neu 
synthetisiert wird und die vorhandene abgebaut wird?***, oder ob 
die einmal gebildete DNS biochemisch stabil ist 2°. Ein weiteres Problem. 
welches noch zu lésen bleibt, ist die experimentelle Aufklairung des 
Mechanismus der Proteinsynthese am Nucleinsiuregitter und wie die 
spezifischen EiweiBstoffe geformt werden. 

Wir sind der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die Sachbeihilf 
a groBem Dank verbunden. Der Firma Bayer, Leverkusen, danken wir herzlic! 


-fiir das markierte Glykokoll. 


Zusammenfassung 


Die Einbaurate von 2-“C-Glykokoll in die RNS von Leber und 
Muskulatur ist bei 1,2 g schweren Ratten-Embryonen besondérs hoch. 
Dagegen ist die spezifische Aktivitiét der DNS der Leber in diesem 
Entwicklungsstadium sehr gering und auch die Muskulatur zeigt bei 
9g schweren Féten eine wesentlich héhere DNS-Synthese. Bei den 
Muttertieren ist in beiden Organen der DNS-Umsatz weitgehend kon- 
stant, dagegen finden sich in der RNS erwartungsgemiB deutlichere 
Unterschiede. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von MC- 
Lysin- und 35S8-Methionin-Studien ist die Einbaurate von NC_Glykokoll 
in die Proteine von Muskel und Gehirn bei den Embryonen 5—10mal 


4'T. Hultin, Exp. Cell. Res. 1, 376 [1950]; E. B. Keller, Fed. Proc. 10, 
26 [1951]; R. B. Loftfield, Fed. Proc. 13, 465 [1954] u. andere. 

*® L.S. Baron, S. Spiegelman u. H. Quastler, J. gen. Physiol. 36, 631 [1953]: 
(,Hevesy, Nature [London] 164, 269 [1949]. 

* P. Mandel u. R. Bieth, Experientia | Basel] 7, 343 [1951 





“(.E. Stevens, R. Daoust u. C. P. Leblond, J. biol. Chemistry 202, 177 
1953], : 
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groBer als in die Proteine der entsprechenden Organe der Muttertier 
Die miitterliche Leber zeigt dagegen eine gleichhohe oder sogar stiirken 
Inkorporierungsrate in ihre Proteine. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen werden an Hand der de. 
zeitigen Konzeption von der Bedeutung der Nucleinsaéuren ut ihrer 
Beziehungen zum Eiweibstoffwechsel und Wachstum interpretiert. 


Summary 


The rate of incorporation of 2-“C-glycine into the RNA of the live 
and musculature is particularly high in rat embryos of weight 12, 
The specific activity of the DNA of the liver, on the other hand, is ven 
slight in this stage of development while the musculature shows a mud 
increased DNA synthesis in foetuses of weight 1.9 g. In the case of th 
maternal animals the DNA turnover is practically constant in the live 


muscle and brain while in the case of RNA fairly marked differences ax - 
. . . . . fC] 

observed in accordance with expectation. The rate of incorporation (i Kal 
. . : Tae a 
14(".glycine in the proteins of muscle and brain in the case of the embryw hist 
: : ish 





is 5—10 times greater than in the proteins of the corresponding organ 
: a ag : wen ET, 
of the maternal animals. This is in agreement with results obtained i: " 
a = . ° . ° ° . Mes: 
studies with “C-lysine and *5S-methionine. The maternal liver, on th ‘ 


. ; ¥: dure 

other hand, shows an equal, or in some cases, a higher rate of incorp-F 
Pia ee ie : ere : eine: 
ration in the proteins. The results of the investigation are interpreted oi 
: yewl 


the basis of the modern view of the significance of the nucleic acids ani V 
: Mess 


their relationship to protein metabolism and growth. | 
one 
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7 Z vy genauen flammenphotometrischen Bestimmung 
ihrer 
rt, von Natrium, Kalium und Calcium im -Harn 
Von 
; A. Hilgers 
e live 
1 9, jus der Medizinischen Abteilung des Silikose-Forschungsinstitutes der Bergbau-Berufsgenossenschaft 
is ver Bochum (Chefarzt Dr. H. Beckmann) 
L much (Der Schriftleitung zugegangen am 19. November 1955) 
OI the . . . y + ° 
a Bei der flammenphotometrischen Untersuchung von Natrium, 
— Kalium und Calcium im Serum, Harn oder einer anderen Korperfliissig- 
Ces are eas : : 3 eae 
“ "Feit wirken im besonderen die wechselnden Beimengungen von Natrium. 
ion ¢ an : caee : ES : . 
bh “FE Kalium oder Calcium auf die einzelne Bestimmung stérend ein. Bei den 
mbrvis ne eee ane s : > i 
““E pbisherigen Veréffentlichungen tiber flammenphotometrische Methoden 
orgali dee Be a Z Rais: 
: 4 mur Alkali- und Erdalkali-Bestimmung ist oft die Forderung nach der 
ined it Sa : : 
Messung von mdoglichst spektralreinem Licht gestellt worden, z. B. 
on the ie , pee ce 
durch Anwendung der neuen Metallinterferenzfilter oder unter Benutzung 
COT ; ae ; E : 
eines Spektralphotometers. Es ist jedoch u. E. nicht geniigend hin- 
eted tl I = © 
., .— gewiesen worden auf die Beeinflussung der flammenphotometrischen 
ids aii 5 


Messung durch wechselseitige Anregung der Alkali- und Erdalkali- 
lonen zur verstarkten Lichtemission. 
Wiahrend bei der Serumuntersuchung die Abweichungen der 
. Natrium-, Kalium- oder Calciumkonzentrationen von dem durch- 
schnittlichen Normalwert sowohl beim gesunden Menschen als auch bei 
krankhaften Zustiinden gering sind, kann man von einem durchschnitt- 
lichen Normalgehalt an Natrium, Kalium oder Calcium im Harn wegen 
_ der erheblichen Schwankungen der Konzentrationen, die einen Bereich 
von 1] mg®,, bis 800 mg®,, bei Natrium und Kalium ausmachen!?? u. a., 
gar nicht sprechen. Wenn man also die geringen Schwankungen des 
Serumgehaltes an Natrium, Kalium und Calcium um einen angenom- 
menen Mittelwert meist vernachlissigen kann, ohne die relativ hohe 
Genauigkeit dieser Methode zu mindern®, ist hingegen die Nichtberiick- 
sichtigung des Natriumgehaltes bei der Kaliumbestimmung als auch 
des Kaliumgehaltes bei der Natriumbestimmung und des Natrium- und 
Kaliumgehaltes bei der Calciumbestimmung im Harn unstatthaft. Eine 
Bezichung auf eine durchschnittliche Natrium- oder Kaliumkonzen- 
tration im Urin ist nicht méglich wegen der erheblichen Konzentrations- 


'H.J. Hiibener, H. Kreuziger, R. Heintz u. M. Koch, Z. ges. exp. 
Med, 119, 523 [1952]. 

* J. Belke, Beitrag zur Frage rhythmischer Vorginge des Mineralstoff- 
wechsels, Dissertat., Freiburg 1945. 

* A. Hilgers, diese Z. 294, 61 [1954]. 
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schwankungen, die auBer bei einigen bestimmten Erkrankwgen jp 
wesentlichen von der Menge des mit der Nahrung zugefiilirten Ny. 


triums und Kaliums abhiangen. 

Im Gegensatz zur Natriumbestimmung des Serums erfordert de 
Kaliumgehalt bei der Natriumbestimmung im Harn eine Beriieksjcht. 
gung, da die relative Kaliumkonzentration gegentiber dem Natrium |x; 
einem Vergleich mit den Serumwerten sehr hoch ist. Im Serum ist di: 
Kaliumkonzentration etwa 18-mal geringer als die Konzentration da 
Natriums, das Konzentrationsverhaltnis von Kalium zu Natrium j 
Urin ist jedoch wesentlich héher und sehr wechselnd, und oft ist da 








|Na +6mg %K " . 
1Na + 3mg %K Abb. 1. Eichkurven von Natriun. 


Na+ 1mg%K Kalium-Lésungen und einer reine 
Na 102 me ” . ashes 
Calciumlésung fiir die Natriu. 
bestimmung. Ordinate: Skaler: 
teile, Abszisse: mg®,. 


| 














Kalium im Urin stairker konzentriert als das Natrium, z. B. bei kochsal: 
freier Ernahrung. Der Calciumgehalt des Urins stért die flammer 
photometrische Natrium- und Kaliumbestimmung im Harn in de 
allermeisten Fallen nicht. Wenn jedoch durch einen niedrigen Natriun: 


gehalt des Urins, etwa 1 bis 10 mg®,, Natrium, die Konzentration defy 


Calciums gréBer ist als diejenige des Natriums, dann wird wegen de 
Durchlissigkeit des Filters Na 59 fiir das Calciumemissionslicht ev 
EinfluB des Calciumgehaltes auf die Natriumbestimmung zu_ beri: 
sichtigen sein. 

Zur Natriumbestimmung des 1:100 verdiinnten Harns_ benutzte 
wir eine graphische Darstellung mehrerer Natrium-Eichkurven it 
Konzentrationsbereich von 0,1 mg°®/, bis 6 mg°/, mit verschieden hohe 
Kaliumgehalt und einer reinen Calciumlésung (Abb. 1). Es fiillt hie 
deutlich auf, daB im Bereich der hoheren Natriumkonzentrationen di 
relative Zunahme des Photostromes geringer wird, und der Einflub d 
Kaliums auf die Natriumlichtemission abnimmt. Ferner nimmt te 
relative Steigerung des Photostromes durch das Kalium mit ansteigend 
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Kaliumkonzentrationen etwa gleichmaBig ab. Der EinfluB des Calciums 

auf die Natriumbestimmung ist gering. Eine Losung von 5 mg", Calcium 

ergibt bei der flammenphotometrischen Bestimmung im Filter Na 59 
g 


etwa 2°,, des Wertes einer 5 mg-proz. Natriumlésung; hierbei ist jedoch 


noch im besonderen zu beriicksichtigen, dag gewohnlich und in den 
meisten Fillen bei etwa gleich starken Konzentrationen von Natrium 
und Kalium im Harn (200—600 mg®,,) die Calciumkonzentration im 
Harn jedoch nur 10—20 mg®,, betragt. Bei extrem niedrigen Natrium- 
werten und somit relativ hohen Calciumkonzentrationen kann der 
Calciumgehalt durch Subtraktion derjenigen Skalenteile, die durch den 


Abb. 2. Eichkurven von Natrium- 

Kalium-Lésungen fiir die Kalium- 

bestimmung. Ordinate: Skalen- 
teile, Abszisse: mg®,, Kalium. 


reinen Calciumgehalt hervorgerufen sind, vom Skalenwert des Harns 
und anschlieBende Ermittlung des Natriumgehaltes mit diesem neuen 
Skalenwert aus den Natrium-Kalium-Eichkurven beriicksichtigt werden. 

Der EinfluB des Natriumgehaltes auf die flammenphotometrische 
Kaliumbestimmung in gemischten Natrium-Kalium-Lésungen, wie sie 
etwa dem 1:100 verdiinnten Urin entsprechen, wird durch die Abb. 2 
sichtbar. Die Kalium-Eichkurve zeigt einen S-formigen Verlauf. wobei 
inden mittleren Konzentrationen von 2 bis 5 mg”, ein relativ starkerer 


| Anstieg des Photostroms erfolgt als in den niedrigeren Konzentrationen 
- und als in dem héheren Konzentrationsbereich. Ferner ist zu bemerken, 
» daB das der Kaliumlésung beigegebene Natrium in seinen geringen 
| Konzentrationen eine relativ starkere Kaliumlichtemission bewirkt und 
| daB der gleiche Natriumgehalt mit steigendem Kaliumgehalt eine relativ 
| schwichere Anregung zur Kaliumlichtemission verursacht. Der ver- 
| stirkende Effekt des Natriums auf die Kaliumlichtemission ist offenbar 
auch von der Menge des Kaliums in der Mischloésung abhangig. Bei der 
. Kaliumkonzentration von 0,1 mg°®,, wird der NatriumeinfluB. der iiber 
) die Durehlissigkeit des Filters K 77 hinausgeht, sehr gering. 


14* 
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Im Gegensatz zur Calciumbestimmung im Blutserum, wo vemisehte 
Natrium-Kalium-Calcium-Vergleichslésungen benutzt werden ®, ist yo, 
einer Anwendung gemischter Natrium-Kalium-Calcium-Eichl6siingen fi 


die Calciumbestimmung im Harn abzuraten, da die sehr wechselndey. 


Konzentrationen von Natrium und Kalium zu viele Konze :trations. 
verhiltnisse von Natrium, Kalium und Calcium schaffen und somit 1 
viele Eichlésungen erfordern wiirden. Auch sog. Calcium-Rahmer. 


lésungen, denen die dem zu untersuchenden Harn entsprechendy 
Kalium- und Natrium-Konzentrationen beigegeben werden, sind nicht 


—_— 


: fans 
Ca +100mg%K —| 
\Ca+ 20mg 2K J 
Ca+ 2mg%K I .—™ 
|Ca. ~ Say 











mg Ca = 





60 80 90 100 
mg%Na —— 


Abb. 3. Eichkurven von Kalium-Calcium-Lésungen und einer reinen Natriun- 
lésung fiir die Calciumbestimmung. Ordinate: Skalenteile, obere Abszisse: mg’ 
Calcium, untere Abszisse: mg®, Natrium. 


zu empfehlen, da dieses Verfahren infolge jedesmaliger neuer Her 
stellung von Vergleichslésungen fiir eine Harnuntersuchung eine 
relativ hohen Arbeitsaufwand bendétigt. Am geeignetsten erschien eitt 
graphische Darstellung von Calciumeichkurven im Konzentrations 
bereich von 0,025 bis 2,5 mg®,, denen ansteigende Mengen Kalium 2: 
gesetzt waren, und einer Eichkurve reiner Natriumlésungen im Bereici 
von 1 bis 100 mg®/, (Abb. 3). , 

Bei der flammenphotometrischen Bestimmung des Calciums i! 
gemischten Natrium-Kalium-Calcium-Lésungen ist namlich zu beachter, 
daB nach Beriicksichtigung der Durchlassigkeit des Filters Ca 631 fit 
das Natriumlicht und bei einem Vergleich mit dem Wert einer Kalium: 
Calcium-Lésung ein zusitzlicher verstirkender Effekt des Natrium 
maximal bis zu einer Erhéhung von 0,5°%, in den bei der Harnbestimmut 
gewahlten Konzentrationsbereichen auftritt. Ebenso ist auch der de 
Photostrom verstirkende Effekt des Kaliums einer gemischten Natriut: 
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Kalium-Calcium-Lésung bei einem Vergleich mit einer gleich kon- 
ventrierten Natrium-Calcium-Loésung und einer reinen Kaliumlésung 
im wesentlichen durch die Durchlassigkeit des Filters Ca 631 zu er- 
kliren. Der verstaérkende Effekt des Kaliums einer Natrium-Kalium- 
(alecium-Losung, der tiber die Durchlassigkeit des Filters hinausgeht, 
bleibt in den hier gewahlten Konzentrationen ebenfalls unter 0,5° 
verglichen mit dem Wert einer Natrium-Calcium-Lésung. Beriick- 
sichtigt man also in Natrium-Kalium-Calcium-Lésungen die Anregung 
eines der beiden Alkali fiir die Calcium-Lichtemission, so wird der 
Kinflu8 des anderen Alkalis auf dieCalciumbestimmung im wesentlichen 
durch die Durchlassigkeit des Filters fiir dieses Alkali-Emissionslicht 
bestimmt. Der iiber die Durchlissigkeit des Filters hinausgehende 
Effekt kann vernachlissigt werden. Es wurden Kalium-Calcium-Misch- 
lisungen genommen, weil die Natriumausscheidung bei kochsalzfreier 
Emahrung sehr gering werden kann und dann eine relativ erheblich 
stirkere Kalium-Konzentration im Harn vorliegt. 


Methodik 


Die allgemeine Methodik der flammenphotometrischen Natrium-Kalium- 
(Calcium-Bestimmung, die hier angewendet wurde, ist andernorts ausfiihrlich 
beschrieben®. Beziiglich der Herstellung der Calcium-Eichlésungen sei jedoch 
bemerkt, daB aus dem pyknometrisch genau bestimmten Litergewicht einer 
analysenreinen Calciumchlorid-Lésung und unter Beriicksichtigung der Temperatur 


_ die Konzentration (g CaCl, in 1 / Lésung) ermittelt wurde. Es wurde hierzu neben- 


stehende Tabelle4 benutzt. Um die Konzentration einer Calciumchloridlésung er- 


© rechnen zu kénnen, deren Litergewicht nicht bei der Normaltemperatur von 20° 


bestimmt wurde, ist in der Spalte A eine ae : 
Temperaturumrechnungszahl angegeben. Tabelle zur Ermittlung der Kon- 
Das Produkt aus der Temperaturumrech- entration (g 1) einer Calcium- 


} nungszahl A und aus der Differenz zwi- Chloridlésung bei verschiedenen 


schen tatsichlicher Temperatur der Calcium- Temperaturen (siehe Text). 





LGew. | A | gil bei 20" 





007,0 10,070 
9)0 7 ‘ re ae 0 go. a! 1 = B 

20°) werden (l-Gew. + A (8 0 } Mehr 1014.8 0,23 20,296 
fache chemische Analysen (Fallung als Cal- 1031.6 0,25 41,264 
ciumoxalat aus einem bestimmten Volumen 1048.6 0.27 62.916 


» der Calciumchloridlésung und anschlieBende 1065.9 0,29 85.272 


mle 


_ Wagung) haben eine exakte Bestatigung des 1083.5 0,31 108.350 
' nach der Tabelle errechneten Calciumgehal- 1101.5 0,33 132.180 
| tes ergeben. Die Berechnung der Calcium- 1119.8 0.35 156.772 


konzentration aus einer Formel ist nicht 1138.6 0,38 182,176 
statthaft und gibt ungenaue Werte. Mit 1157.8 0,40 208,404 
steigender Konzentration der CaCl,-Lésung 1177,5 0.42 235,500 
(g/l) tritt eine relativ geringere Zunahme 1228,4 0,47 307,100 
des Litergewichtes ein. Im Bereich des 1260.3 0,50 352,884 
Litergewichtes 1050 bis 1080 ist jedoch die 1281.6 0,52 384,480 
Abweichung des aus der Formel berech- 1337.3 0,56 468,055 


neten Calciumchloridgehaltes vom tatsach- 1395,7 0,60 558.280 








1 J.D’ Ansu. E, Lax, Taschenbuch fiir Chemiker und Physiker (1949), S. 800. 
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lichen Gehalt gering, und beim Litergewicht von 1060 bis 1065 ergeber sich fay q Lo 
identische Werte. 


Wir benutzten das Zeiss-Flammenphotometer Modell ILI. Der PreSluftdnd Eir 
betrug 0,49 at, der Acetylendruck entsprach einer OlivenGlsiule von 80 11m Hohe Be 
Zur Calciumbestimmung wurde der Urin 1:10 verdiinnt, zur Kalium- und Natriuy. Fil 
bestimmung wurden etwa 10 ccm eines hundertfach verdiinnten Urins ‘benétig, Be Ko 
Falls eine Untersuchung des Harns nicht am gleichen Tag erfolgte, wurde der Han 1] 
nach Zusatz von konz. Salzsiure in einer Menge von !/, 9, des Harnvolumens in : 
Kiithlschrank bei 4° bis zu 14 Tagen aufbewahrt. Die Natrium-, Kalium- uni 
Calciumbestimmungen erfuhren hierdurch keine Anderung. 

Bei der Natriumbestimmung mit dem Filter Na 59 wird die durch die Natrium. 
Eichkurven festgelegte Empfindlichkeit des Photometers mittels der Blende uni 
mit Hilfe von zwei Natrium-Kichlésungen, z. B. 2 mg®, Natrium und 5 mg omit 
Natrium, wieder eingestellt. AnschlieBend erfolgen die Untersuchungen de BR flay 
hundertfach verdiinnten Harns. Am Ende der Untersuchungen oder nach eine me 
MeBreihe von etwa 10 Harnuntersuchungen wird die Empfindlichkeit des Flammen. hy 
photometers durch die beiden Vergleichslésungen, z. B. 2 mg, Natrium uni the 
5 mg®,, Natrium, iiberpriift und notfalls neu einreguliert. > ind 

Entsprechend wird auch bei der Kaliumbestimmung im Harn (Filter K7) FB sho 
vorgegangen. ; min 

Zur Bestimmung des Calciumgehaltes im Harn wird bei vorgeschalteten 
Filter Ca 63 I die Empfindlichkeit des Flammenphotometers auf die vorgegebene pho 
Werte einer 1 mg-proz. Calcium- und 2 mg-proz. Calciumlésung eingestellt. E ooftl 

Nach dem Prinzip der Einschachtelung wird der Natrium- und Kaliumver 1:1 
des untersuchten Harns ermittelt. Zunachst wird der vorlaufige Natriumwert de F<), 
Harns aus der Eichkurve der reinen Natriumlésung abgelesen. Dann erfolgt di the 

ie 


Ablesung des Kaliumwertes aus den Kalium-Eichkurven unter Beriicksichtiguy F 
dieses Natriumwertes, und es erfolgt dann eine nochmalige Bestimmung de PF calc 
Natriumwertes aus den Natrium-Kalium-Eichkurven unter Beriicksichtigung ds of ¢ 
gefundenen Kaliumwertes. Liegt eine wesentliche Differenz dieses zweiten Na. mad 
triumwertes vom zuerst abgelesenen Natriumwert vor, so wird der Kaliumgehal ‘l 
unter Beriicksichtigung dieses zweiten Natriumwertes nochmals ermittelt. lilte 

Bei der Berechnung des Calciumgehaltes nimmt man zunichst eine Sw. 
traktion der Skalenteile derjenigen reinen Natriumlésung, die dem untersuchte 
1:10 verdiinnten Harn entspricht, vom Skalenwert des Harns vor und ermittel 
dann mit diesem Wert aus den Eichkurven der Calcium-Kalium-Lésungen unte 
Beriicksichtigung der Kaliumkonzentration im Harn den Calciumgehalt. 

Die Reproduzierbarkeit der so erhaltenen Werte ist sehr gut. Die Unsicherhei 
betragt + 1°). 


Zusammenfassung 





{s wird iiber eine flammenphotometrische Methode zur genau 
Bestimmung von Natrium, Kalium und Calcium im Harn. berichte 
Schwierigkeiten bei der flammenphotometrischen Bestimmung entstehe 
auBer durch die Forderung nach méglichst spektralreinem Licht im le 
sonderen durch die zusitzliche gegenseitige Anregung der Alkali- w' 
Erdalkali-Ionen zur verstirkten Lichtemission in der Acetylenflamne 
Die Eichlésungen miissen deshalb Mischlésungen von wenigstens 2 
der zu bestimmenden Elemente sein. Der EinfluB des dritten Alkali: 
oder Erdalkali-lons auf die flammenphotometrische Messung wird in fy 
wesentlichen nur durch die Durchlassigkeit des Filters bestimmt. Di 
Bestimmung von Natrium und Kalium im hundertfach verdiinte 
Harn erfolgte an Hand von Eichkurven gemischter Natrium-Kaliu 
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Lésungen im Bereich von 0,1 mg®,, bis 6mg®,, nach dem Prinzip der 
Kinschachtelung. Fiir die Calciumbestimmung im Harn wurden nach 
Beriicksichtigung des Natriumgehaltes infolge der Durchlassigkeit des 
Filters Ca 63 1 Eichkurven gemischter Calcium-Kalium-Lésungen im 
Konzentrationsbereich von 0,025 mg®,, bis 2,5 mg®,, Calcium und von 
| bis 100 mg®,, Kalium benutzt. : 


Summary 


A flame photometric method is described for the accurate deter- 
mination of sodium, potassium and calcium in urine. Errors arise in 
flame photometric estimations due to the difficulty of obtaining light of 
avery high degree of spectral purity but more especially on account of 
the additional mutual excitation of the alkali and alkaline earth ions to 
increased light emission in the acetylene flame. The standard solutions 
should therefore be mixtures of at least two of the elements to be deter- 
mined. The effect of the third alkali or alkaline earth ion on the flame 


| photometric measurement is mainly determined by the transmittance 


of the filter. The determination of sodium and potassium in urine diluted 
1:100 was carried out using calibration curves of mixed sodium-potassium 


solutions in the range 0.1—6 mg®/, by the method of interpolation. For 


the determination of calcium in urine calibration curves of mixed 
calcium-potassium solutions in the concentration range 0.025—2.5 mg 
of calcium and 1—100 mg®,, of potassium were used, allowance being 
made for the sodium content resulting from the transmittance of the 
filter Ca 63 
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Uber Proteine und deren Abbauprodukte ; Sf 


XIL. Mitt.!: Die py-Abhaingigkeit der Reaktion der e-Aminogruppe t- 


: ‘ ve : ; sti 

des Lysins mit DNFB in der Gelatine 

Von B 

Kurt Heyns und Godehard Wolff d ‘ 

rt 

{us dem Chemischen Institut der Universitit Hamburg (3 

1 

(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Februar 1956) me cle 

, ke 

Die milden Bedingungen, unter denen die Bestimmung der amin. fF |x 


endstindigen Aminosiuren in Proteinen und Peptiden nach dem Vef— \ 
fahren der Dinitrophenylierung? méglich ist, die leichte Identifizierba.f se 
keit der Derivate und die ertrigliche Fehlergrenze und gute Reproduie. 
barkeit der Ergebnisse haben der Methode eine breite Anwendung ve.f 
schafft. Die reaktionsfahige Fluorverbindung ermoglicht es, in hydrogen. Fs 
carbonatalkalischer Lésung bei Zimmertemperatur zu arbeiten, so dil mn 
eine Hydrolyse von Peptidbindungen nicht zu befiirchten ist. Nebaf Bi 
den freien Aminogruppen endsténdiger Aminosiéuren reagieren ute W 
diesen Bedingungen auch die freien ¢e-NH,-Gruppen des Lysins. Nachdef™ wi 
Hydrolyse der Proteine hat man neben den freien Aminosiiuren dif es 
x1-DNP-Aminosiiuren von den Kettenenden und das ¢-DNP-Lysin ol 

liegen, von denen die ersteren mit Ather aus der sauren waBrigen Lésuy 
extrahierbar sind, das «-DPN-Lysin aber wegen seiner freien .-Amin-—~ 
gruppe als Hydrochlorid in der waBrigen Phase bleibt. Die quantitatinf vo 





Mitbestimmung des ¢-DNP-Lysins ergab sich daher zwangslaufig. Dalef > un 
stellte es sich heraus, daB die Menge der mit DNFB erfaBten Lysinretf !y 


oft nicht mit dem aus Bausteinanalysen bekannten Lysingehalt tibe-f zu 
einstimmt. So fand Porter’, daB beim f-Lactoglobulin und _ bei ver BS 
schiedenen Serumglobulinen nur etwas mehr als 1/, der ¢-NH,-Grupp 
“sowohl mit DNFB als auch mit Keten reagieren, wenn sich die Protein 
in nativem Zustand befinden. Nach Denaturierung werden alle ¢-NH; 
Gruppen erfaBt. Beim Serumalbumin reagieren dagegen alle ¢-NH;F 
Gruppen im nativen wie im denaturierten Zustand. Porter schllf 
daraus, dafs die Konfiguration der Peptidkette der Globuline eine vif 
standige Reaktion mit dem sperrigen 2.4-Dinitrophenylrest nicht erlau!i 
Durch Streckung der Molekiile bei der Denaturierung wiirden labit(™ 















1 XI. Mitteil.: K. Heyns u. G. Wolff, diese Z. 297, 206 [1954]. 
2 E. Abderhalden u. P. Blumberg, diese Z. 65, 318 [1910]; F. Sanger! FT 
H. Tuppy, Biochem. J. 49, 481 [1951]; F.Sanger u. E. O. P. Thomps0.f 
ebenda 52, Proc. iii [1952]; F. Sanger, ebenda 39, 507 [1945]; 45, 563 [1949]. 
3 R. R. Porter, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 2, 105 [1948]. 
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q Bindungen gelést und damit alle ¢«-Aminogruppen des Lysins der Um- 
i setzung zuginglich. 
Da die Bedingungen der Umsetzung mit DNFB, die meistens nach 
Sanger in hydrogencarbonat-alkalischer Losung ausgeftihrt wird, jeden- 
, F falls in bezug auf die Reaktion mit den ¢-Aminogruppen des Lysins, 
- nicht naiher studiert worden sind, wurde die py-Abhangigkeit der Reak- 
tion untersucht. Es war damit zu rechnen, da die Pufferwirkung der 
Proteine bei ungiinstigen Mengenverhaltnissen eine Abschwachung der 
Basizitat des Reaktionsmilieus bewirken und dadurch den vollstandigen 
Ablauf der Reaktion verhindern kénnte. Knesslova. Keil und Sorm? 
hatten beim Chymotrypsinogen festgestellt, dafgS nur ein Teil der ¢-NH,- 
Gruppen des Lysins mit DNFB reagiert; durch mehrfache Wiederholung 
der Reaktion oder durch Anwendung eines starker basischen Puffers 
konnten jedoch séimtliche «-NH,-Gruppen substituiert werden. Hierbei 
‘amino konnte aber die durch die veranderten Reaktionsbedingungen gegebene 
em Ve-f Méglichkeit hydrolytischer Spaltungsvorgiinge nicht vollig ausgeschlos- 
izierbar.F sen werden. 
oduzier. F Wir haben daher in einer Versuchsreihe Gelatine. die laboratoriums- 
ang ve-f maig aus Hornschlauchen hergestellt worden war®, mit DNFB und 
drogen: steigenden Alkali-Mengen umgesetzt. Der pu-Wert des Reaktions- 
, 80 dF) milieus wurde bei Beginn und am Ende der Umsetzung gemessen. Die 
. Neba fi Bestimmung der DNP-Aminosauren erfolgte in der friiher® angegebenen 
n unte— Weise. Fiir die Umrechnung von DNP-Gelatine auf Gelatine absolut 
Nach def wurde nicht der Saureamid-Stickstoffgehalt zugrunde gelegt, sondern 
iren dif es wurde von der DNP-Gelatine der Wasser- und Aschegehalt und die 
sin vo-f Menge der eingefiihrten DNP-Gruppen abgezogen. Da Wasser- und 
| Lésuufy Aschegehalt iiber 80°, des Umrechnungsfaktors ausmachen und eine 
-Amin-f gravimetrische Bestinimung dieser beiden Werte mit einer Genauigkeit 
ititatinf von einigen Promille leicht méglich ist. ergibt sich fiir den Gesamt- 
g. Dale) umrechnungsfaktor eine Fehlergrenze von unter -- 2°,,. die durch ana- 
ysinresef !ytische Bestimmung des nur geringen Saureamid-Stickstoffs schwer ein- 
It tibe-f zuhalten ist. 
bei vf == Tab. 1 zeigt die Ergebnisse dieser Versuchsreihe. Spalte 1 enthilt 


sruppen 

















Aruppp ‘lie zugesetzten Alkali-Mengen. Danach folgen die py-Anfangs- und 
Proteit§ > Endwerte, an die sich die Werte fiir die N-endstindigen Aminosiuren 


_ e-NH: 

e-NH;B 
> gchlol 
ine Vol B 
erlaubt. 
n labile 


anschlieBen. Am Ende der Tabelle sind die erfaBten ¢-Aminogruppen 
des Lysins aufgefiihrt. 

Es zeigt sich, daB geringe Hydrogencarbonatzusatze nicht aus- 
i Teichen, um den pu-Wert wahrend der Umsetzung aufrechtzuerhalten, 
) (a8 aber ein Abfall der pu-Werte durch hohere Zusitze von Natrium- 
hydrogencarbonat vermieden werden kann. Wahrend die Aminogruppen 
der endstindigen Aminosauren stets voll erfaBt werden, reagieren die 
|¢NH,-Gruppen des Lysins anfangs nur zu etwa 50°. Mit wachsenden 


anger le 
om ps0! ae 'V. Knesslova, B. Keil u. F. Sorm, Collect. ezechoslov. Chem. Commun: 
1949), B19. 835 (1954). 

3) * K. Heyns u. W. Kénigsdorf, diese Z. 295, 244, bes. 259 [1953]. 
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Tab. 1. Bildung von DNP-Aminosaiuren in Abhangigkeit von der Konzentratig 

an Natriumhydrogencarbonat bzw. Natriumcarbonat bei der Dinitrophcnyliery 
von Gelatine aus Hornschléiuchen. 

(Ansatz 1 g Gelatine in 50 cem Wasser + NaHCO, in 80 ccm Wasser + 0,6¢ 

DNFB). : 


— 





ats «Gian 
Reaktionsmilieu PH DNP-Aminosauren i, mMol/100¢ Gel. abs 
Anfang | Inde | Asp | Glu | Gly Ala Ser | ely 
0.4 g NaHC( de 8,43 7.95 0,05 0,08 0,78 0,07 0.02 
O4¢ NaH(( do 8.43 8.01 0,06 0,10 O.88 0,10 0,03 


0.8 g NaHCO, 8,42 8,24 | 0,06 | 0,10 | 0,82 | 0,08 | 0,03 
0.8 ¢ NaHCO, 8.43 8.26 | 0,06 | 0.10 | 0.85 | 0,09 | 0.03 


1.6 g NaHCO, 8,44 8,30 | 0,07 | O11 | O81 | 0,08 | 0,03 
g NaHCO, 8.45 .| 8.33 | 0,06 | 0,10 | 0,80 | 0,09 | 0,03 


NaHCO. 8.49 8.37 | 0,06 | 0,11 | 0.84 | 0,08 | 0,08 
8,48 8.41 | 0,05 | 0.11 0.80 | 0,09 | 0,03 
8.49 8.40 | 0,07 | 0,11 | 0.79 | 0.08 | 0,03 
8,49 8.39 | 0.07 | 0.10 | 0,85 | 0,08 | 0,02 


8,48 8.49 | 0,06 | 0,09 | 0.79 | 0,08 | 0,02 
8,50 8.48 | 0,07 | O.11 | 0,88 | O,1L | 0,03 
8,49 8.47 | 0,07 | 0,11 0,79 | 0,08 | 0,03 
P 8.51 8,52 | 0,07 | 0.11 0.87 | 0,08 | 0,03 
NaHCO. 8,49 8.47 | 0,06 | 0,11 0.80 | 0,09 | 0.03 


NaHCO, 3.48 | 8,49 | 0,07 | 0,10 | 0,86 | 0,10 | 0,04 
NaHCO, 8.50 | 8.50 | 0,06 | O11 | 0,79 | 0,09 | 0,03 
NaHCO, 8.51 | 8.49 | 0.07 | O11 | 0,81 | 0,09 | 0,03 
NaHCO, 8.52 | 8.51 | 0,06 | 0,11 | 0,88 | 0,09 | 0.03 
NaHCO, 8.51 | 8.48 | 0,07 | 0,10 | 0,81 | 0,08 | 0,02 
NaHCO, 

Na,CO, 
NaHCO, 

g Na,CO; 
NaHCO, 

+0,1 g Na,CO, 
Ph Nace ‘g 3.59 | 8,59 | 0.07 | 0,12 | 0.82 | 0,09 | 0,03 
0,8 ¢ Na,CO, 10,64 {10,02 | 0,07 | 0.14 | 0.95 | 0,16 | 0.04 
1,0 ¢ Na,CO, 10.75 |10,06 | 0,08 | 0,18 | 1.20 | 0.21 | 0.07 





3 
3 
3 
3 


NaHCO. 


8,60 8,59 | 0,07 | O,11 0,81 0,09 | 0,03 
8,62 8,59 | 0,07 | 0,10 | 0,84 | 0,10 | 0,03 


8,60 8,58 | 0,06 | 0,11 0,86 | O10 | 0,04 


























Hydrogencarbonatgaben steigt die Reaktivitét der Lysinreste. Erst li 
Hy drogencarbonatzusitzen. bei denen keine py-Anderung mehr auftnt 
wird eine vollstiindige Reaktion der ¢-NH,-Gruppen gewiihrleistet. f 
reagieren jedoch nicht in jedem Ansatz die gesamten ¢-Aminogrupp 
des Lysins. Eine Steigerung des zugesetzten Hydrogencarbonats ander 
die Verhiiltnisse hierbei nicht. Neben DNP-Gelatinen mit vollig eral 
barem Lysin werden trotz gleicher Bedingungen immer solche gefunde: 
in denen nur etwa zwei Drittel zur Umsetzung gelangt sind. Fiir dieiy 
Gelatine scheint eine pu-Schwelle erreicht zu sein, bei der die Reakti’ : 
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D erade vollstandig ablaufen kann. Eine Erhéhung des pu-Wertes des 
: Reaktionsmilieus von 8,5 auf 8,6 durch einen Zusatz von Natriumecarbo- 
nat hrachte die ErfaBbarkeit saimtlicher Lysinseitenketten ohne Zu- 
nahme der Endgruppen. Bei einer weiteren Erhéhung des pu durch 
eroBere Natriumearbonatzusatze werden ebenfalls alle Lysinreste erfaBt, 
doch macht sich dann bereits eine schwache Hydrolvse durch Anstieg 
~ Jer mit DNFB reagierenden N-endstindigen Aminosiuren bemerkbar. 
¢ Zur Bestitigung dieser Beobachtungen untersuchten wir eine 
 andersartige Gelatine unter den gleichen Bedingungen. Als Ausgangs- 
a ‘material diente eine Gelatine der ,.Deutschen Gelatine-Fabriken, 
© Géppingen’. Zum Vergleich wurde in beiden Praparaten der Lysin- 
a vehalt nach der Methode von Stein und Moore® durch Austausch- 
thromatographie bestimmt. Die Gelatinen enthielten 30 bzw. 29 mMol 
P Lysin/100 g Protein, d.h. _ ‘ae die gleiche Lysinmenge. Die 
~ gemessenen Werte zeigt Tab. 2 
lab. 2. Versuche wie Tab. 1, jedoch mit einem Gelatinepraparat der ..Deutschen 
Gelatine-Fabriken, Goppingen*. 





Peaktionsmilic PH DNP-Aminosauren i. mMol/100 g Gel. absol. 
VveCak Ss ; 


Anfang | Ende Asp | Glu | Gly | Ala | Ser |é 





0.4 ¢ NaHCO, 8,23 7,98 | 0,07 516) | 1:01 | O;16 | 0,06 
0.4 ¢ NaHCO; 8,25 8,00 | 0,07 : 1.00 | O16 | 0,04 


0.8 g NaHCO, 8,37 8,20 | 0,07 Li 1,03 | 0.17 | 0,04 
0.8 g NaHCO, 8.35 8.20 | 0,06 li 1,02 | 0.16 | 0,05 


1,6 ¢ NaHCO, 8.48 8,30 | 0.08 ; 1.12 | 0.19 | 0,04 
1,6 g NaH ‘0, 8.49 8.33 | 0,07 pae 1,06 | O17 | 0,04 


24¢ NaHCO, : 8.39 | 0.07 me 1.04 | O17 | 0,04 
a is 8,38 | 0,08 i 1,04 | O18 | 0,05 


8,35 | 0.08 ; 1.03 | O19 | 0.05 By 
8.33 0.07 a 1.02 O.16 0.05 30 
8.35 0.08 15 1.06 O37 O.05 30 
8.38 | 0.07 ; 1.00 | O16 | 0.05 31 


4.0 ¢ NaHCO, A 8.40 | 0.08 ; 1.05 | 0.17 | 0.05 31 





3 
4.0 ¢ NaHCO, 8.43 | 0.08 nS | 1:03 | O17 | 0:05 | 31 
410g og ily 48 8.39 | 0,07 ! 110 | O17 | 0.04 30 
4.0 ¢ NaHCO, 8.41 0.08 15 1.06 | OS | 0.05 32 


























Die Werte fiir die N-endstandigen Aminosiuren liegen bei dieser 
Gelatine h6her. Die Summe betragt im Mittel 1.47 mMol/100 g Gelatine 
absol. gegeniiber 1,11 mMol bei der von uns im Laboratorium bereiteten : 
daraus errechnet sich fiir beide ein mittleres Molekulargewicht von 
68000 bzw. 90000. Die Gelatine hat demnach bei der fabrikmaBigen 
Bereitung offenbar einen etwas weitergehenden Abbau beim Ubergang 
vom Kollagen zur Gelatine erfahren. 


*W.H. Stein u. St. Moore, J. biol. Chemistry 192, 663 [1951]. 
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Fiir die ErfaBbarkeit der ¢-NH,-Gruppen des Lysins zeigen siq 
analoge Erscheinungen wie bei der Laboriumsgelatine. Mit steigenda 
Hydrogencarbonatmengen und damit geringer werdendem Ahjial] des p; 


nimmt die Zahl der reagierenden Lysinreste zu. Es zeigt sich dah: 


T ded 


wieder, dafii bei einer unvollstiindigen Reaktion etwa zwei Jrittel de 
Lysinseitenketten mit DNFB erfaBt werden. Ein Unterschied zur laby. 
ratoriumsmiabig gewonnenen Gelatine besteht darin, da bei au. 
reichenden Hydrogencarbonatzusiitzen immer eine Substitition alle 
Lysinreste erzielt wird. 

Um die aus beiden Versuchsreihen erkennbaren Einfliisse des » 
auf die Reaktionsfiihigkeit des Lysins sicherzustellen, war es notig, ety; 
vorhandene Salzeffekte auszuschlieBen. Zu diesem Zweck ersetzten wir 
in ciner dritten Versuchsreihe die steigenden Hydrogencarbonatmenge; 
durch Pufferlésungen gleichhleibender Salzkonzentration aber 1). 
nehmenden pu-Wertes. Tab. 3 zeigt die Ergebnisse fiir den Einsatz vu 
0,5-n. Borsiure- Puffer. 


Tab. 3. Versuche wie Tab. 1, jedoch unter Verwendung von 0,5-n. Borsiure-Puffe 
an Stelle von NaHCO, bzw. Na,CO3. 





»ak : 1S- o . : ! 1 | 
a PH DNP-Aminosauren i. mMol/100 ¢ Gel. abso, 


com | PH Anfang | Ende Asp | Glu y | Ala | Ser | elis 





80 - 8,21 8,22 0,05 | 0,09 6! 0,06 | 0,02 
80 7 8,20 8,18 0,04 | 0,07 j 0,06 | 0,02 
80 ; 8,41 8,39 0,06 | 0,10 0.08 | 0,03 
80 : 8,42 0,07 | 0,10 y 0,09 | 0,02 
80 6 8,58 8,56 0,07 | 0,11 0,09 | 0,03 
80 8.6 3 5S 8,55 0,07 | 0,11 0,10 | 0,03 
SO 3.8 8.76 8,74 0.07 | 0,11 0,09 | 0,02 
80 8.8 Bas Sis 0,07 | 0.12 | 0,80 | 0,08 | 0,08 


80 9, 8.9: 8,90 0,08 | 0,12 | 0,83 | 0,10 | 0,03 
80 3; sf 8,93 0,07 | 0.11 0,79 | 0,09 | 0,03 


80 9,2 9,16 9,17 0,08 | 0,13 | 0,91 | 0,10 | 0,04 
80 9,2 9,1: 9,13 0,09 | 0,14 | 0,96 | 0,10 | 0,04 


80 9, 9,3: 9,32 0,09 | 0,16 | 1,10 | 0,14 | 0,04 
80 9),/ 9,: 9,30 O10 | 0,18 | 1,07 | 0,15 | 0,05 





























Fiir die \'-endstandigen Aminosiuren zeigt sich folgendes: Bei de 
Verwendung des Puffers py 8.2 ist die Umsetzung noch unvollstinds 
wihrend mit den Puffern px 8,4, 8,6, 8.8, und 9,0 die normalen Werte 
erhalten werden. An der Erhéhung der Endgruppenwerte bei px 9,2 und 
9,4 ist bereits eine sechwache Hydrolyse zu erkennen. 

Fiir die ¢-NH,-Gruppen des Lysins zeigt sich wiederum eine Lu. 
nahme der Reaktionsfahigkeit bzw. ErfaBbarkeit mit steigendem /# 
Wert. Vollstindige Umsetzung mit DNFB wird erst bei pu 8,9—M! 
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erreicht. Dieser pu-Bereich ist also die AuBerste bei Gelatine gerade noch 
ohne Peptidkettenspaltungen anwendbare Grenze. Die Erhéhung des 
pu-Wertes fiir die volle ErfaBbarkeit von 8,6 im Milieu Carbonat/Hy- 
drogencarbonat auf 8,9—9,0 im Milieu Borsiure-Puffer kann auf einem 
Salzeffekt beruhen, doch schlieBt dieser die deutliche pu-Abhangigkeit 


nicht aus. : 
Die Ursache fiir die Zunahme der ErfaBbarkeit der ¢e-Aminogruppen 
des Lysins liegt, wie die gleichbleibenden Werte fiir die N-endstandigen 
Aminosiiuren zeigen, keinesfalls in einer Hydrolyse der Gelatinemolekiile. 
Als Grund fiir die pu-Abhangigkeit der Umsetzung kommen 
folgende Ursachen in Frage: 
|. Eine mit pu-Anstieg zunehmende Entfaltung der Peptidketten. 
2, Desaggregation gr6Berer Molekiilverbinde und 
3. Hydrolyse labiler, salzartiger Bindungen der ¢-Aminogruppe des 
Lysins mit anderen funktionellen Seitenketten. 
Auffallig ist das hiufige Auftreten von Werten zwischen I8 und 


>» 2ImMole-DNP-Lysin/100g Protein absol. bei unvollstandiger Umsetzung. 


Diese Stufe, bei der etwa zwei Drittel der ¢-Aminogruppe des Lysins 


' reagieren, wird bei tiblichen pu-Werten erreicht. Dieser Teil des Lysins 
© ist der Reaktion mit DNFB ohne weiteres zuginglich, wahrend fiir das 
' letzte Drittel erst durch die Erhéhung des pu-Wertes durch Beein- 
» flussung einer oder mehrerer der oben angefiihrten Ursachen die Voraus- 
' vetzungen fiir die Reaktionsfahigkeit geschaffen werden. 


Beschreibung der Versuche 


Zur Herstellung der DNP-Gelatinen wurde je Ansatz | g Gelatine in 50 cem 
Wasser bei 40° gelost. Dazu wurde eine Loésung mit steigenden Mengen Hydrogen- 


| baw. Natriumcarbonat in 80 cem Wasser oder 80 ccm 0,5-n. Borsiéure-Puffer und 
| 06g DNFB gegeben. Die Reaktionsmischung wurde 4 Stdn. geschiittelt, und 


awar bei 22— 24°, um das DNFB fliissig in Suspension zu halten. Der pp-Wert der 


» Reaktionslésung wurde sofort nach ZusammengieBen und kurzem Durechmischen 
> und nach Ablauf der 4 Stdn. durch ein py-Meter mit der Glaselektrode gemessen. 


Die Fallung der DNP-Gelatine erfolgte bei kleinen Hydrogencarbonat- 


| nusitzen mit Aceton. Im Falle gréBerer Salzgehalte und bei der Verwendung von 
© Puffern erwies sich die Fallung durch einfache Neutralisation mit n-HC] als giinsti- 
) ger. Die stérende Schaumbildung durch freiwerdendes Kohlendioxyd kann durch 
| Zusatz von einem Tropfen Nonylalkohol vermieden werden. Der Niederschlag 


wurde nach 4—8 Stdn. abfiltriert und tiber Nacht unter Alkohol stehengelassen. 


| Das hartgewordene Produkt wurde im Vak. iiber Silicagel und NaOH getrocknet, 


zetkleinert und anschlieBend mit Ather/Aceton mehrere Stunden ausgiebig ge- 


| waschen. Die so gereinigte DNP-Gelatine wurde dann erneut i. Vak. bei 30° ge- 
F trocknet. 


Zur Bestimmung des Wasser- und Aschegehalts wurden 200—300 mg Sub- 
stanz im Trockenschrank 16 Stdn. bei 105° getrocknet bzw. im Tiegelofen 8 Stdn. 
bei 600° gegliiht. Die Hydrolyse und die Bestimmung der DNP-Aminosauren er- 
folgte nach der Methode von Heyns und Kénigsdorf®, 

Die im einzelnen bei den Messungen und Versuchsansiitzen erhaltenen Werte 
vgl. inden Tabellen 1—3. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sei fiir die Férderung durch 
apparative Unterstiitzung bestens gedankt. 
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Zusammenfassung 

Die pu-Abhiingigkeit der Umsetzung endstandiger Aminogruppe 
in Proteinen mit Dinitrofluorbenzol und insbesondere das Verhalten dy 
e-Aminogruppen der Lysinbausteine bei der Dinitrophenylicrung ye. 
schiedenartiger Gelatinepraparate wurde klargestellt und in Hinblic 
auf den Bau der Gelatine erértert. Es lassen sich Bedingungen heray. 
arbeiten, unter denen alle ¢-Aminogruppen der Lysinbausteine yy 
Gelatine dinitrophenylierbar sind, ohne daB Peptidbindungen ang 
griffen werden. 


Summary 


The influence of the pu on the reaction between dinitroflucrobenzey 
and terminal amino groups in proteins is elucidated. Special referene 
is made to the behaviour of the e-amino groups of the lysine units in t) 
dinitrophenylation of different gelatine preparatior.s and consideratiy 
is given to the effect of the structure of the gelatine. Conditions « 
devised by means of which all the ¢-amino groups of the lysine units: 
gelatine can be dinitrophenylated without the peptide linkages beiy 


attacked. 
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Hinbliif{f  Biochemische Vorgange bei der Reticulocyten-Reifung: 
heraw. Uber die Inaktivierung des Reticulocyten-Hemmstoffes 
‘ine vie : 
a a der Atmungskette 
Von 
S. Rapoport, W. Gerischer-Mothes und Ch. Nieradt-Hiebsch 
»benzer: Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Humboldt-Universitét Berlin, 
-eferent Direktor: Prof. Dr. 8S. Rapoport 
its in the (Der Schriftleitung zugegangen am 20. Februar 1956) 
derati, 7 ae : a7 
tone a In friiheren Mitteilungen war iiber Vorkommen,. Eigenschaften ! 
units und Angriffspunkt? eines in Reticulocyten vorkommenden Hemmistoffes 
es hein der Atmungskette berichtet worden; seine Wirkung liegt dem Prozels 
> des Atmungsverlustes, der vom Standpunkt des Energiestoffwechsels 
die hauptsichliche Veranderung bei dem funktionellen Spezialisierungs- 
vorgang der Erythrocytenreifung darstellt, zugrunde. Es wurde weiterhin 
heobachtet, daB in reifen Erythrocyten der Hemmstoff nicht mehr 
nachweisbar ist. Daraus muBte geschlossen werden, dali auch der 
Hemmstoff, wie die von ihm beeinfluBte Atmungskette, einem Prozel 
der Inaktivierung unterliegt. Die vorliegende Mitteilung ist dieser 
Frage gewidmet. 
» 


Material und Methoden 


Die- angewandten Methoden sind im wesentlichen in friiheren Mitteilungen 
beschrieben!*, Die inaktivierende Wirkung wurde im manometrischen System aus 
der Abnahme der Hemmung der Sauerstoff-Aufnahme im Herzsuccinat-Oxydase- 
System gemessen. Zu bemerken sei noch, daB bei allen langerdauernden Inkubations- 
versuchen auf Sterilitat geachtet wurde. 





Ergebnisse 
A. Die inaktivierende Wirkung im Reticulocyten-Hamolysat 
l. Lokalisierungim Stroma und der EinfluB von Aerobiose 


Aus Tab. 1 wird ersichtlich, daB 1. nur bei aerober Inkubation von 
| Himolysaten eine Abnahme ihrer Hemmwirkung eintritt, 2. die In- 
) aktivierung des RU-Hemmstoffes nur in Gegenwart von Stroma, nicht 
"aber in iiberstehender Liésung (RU) vor sich geht, und 3., daB die In- 


4 


-aktivierung in reinem Sauerstoff schneller vor sich geht als in Luft. 


1S. Rapoport u. W. Gerischer-Mothes, diese Z. 802. 167 [1955]. 
“8. Rapoport u. Ch. Nieradt, diese Z. 302, 179 [1955]. 
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Tab. 1. Der EinfluB von Aerobiose und Lokalisierung der Inaktivator-Wirkuy 
von Reticulocyten-Hamolysaten. 
Die Inkubationen erfolgten bei 37° in steriler Weise. Die Priifung der Hie, 
lysate erfolgte als tiberstehende Lésung (RU). 
HE: Herzsuccinat-Oxydase. 





V Inkub. Succinat-Oxydase 
cong Ansatz Zeit Aktivitat 7S a 
Stdn. | mm30O,/Stde. 


—$——___ 





Mae es & 56 
+Haim... 14 
+ Haimanaerob 10 
+ Ham aerob 42 


| Ore lll 
PARA sis { 33 

Haim anacrob 85 
tRU aerob . 38 


Die Inaktivicrung triy 
nur bei acrober |) 
kubation ein. 





Die Inaktivierung 
folgt nur in Gegenwar & 
von Stroma. 





Bie, yan 93 
RO 3 Die Inaktivierung is 
t Him; | uit 49 im reinen Sauerstof 

Haim; O,.. 10] erhoht. 





























Abb. 1. Abb. 2a. p lvse 1 
P deute 
takte 
Abb. 1. Zeitabhangigkeit der Inaktivieruyy 
durch Reticulocyten-Stroma (RS). 


Abb. 2. pu-Abhangigkeit der Inaktiv 
rung. 


a) e px 5—8 in Phosphatpuffer o ! 4 
Natriumchlorid. b) pH 3—5 in Aeeti! 
puffer; Werte bei 6,8 in Natriumchlon 
e = Inkubiert + RS; o = nicht inkubie 

+ RS. 
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» Zeit-, Mengen- und py-Abhingigkeit der Inaktivierung 

Abb. | zeigt Versuche tiber die Abhangigkeit der Inaktivierung von 
Zeit und Stromamenge. Es ist ersichtlich, daB es sich um einen langsamen 
Vorgang handelt. Eine annihernde Proportionalitaét zwischen inakti- 
vierender Wirkung und Stromamenge ist erkennbar. Die lineare Ab- 
nahme der Hemmung ist bemerkenswert. 

Abb. 2a und 2b machen den EinfluB des py auf die Inaktivierung 
des Hemmstoffes ersichtlich. Dabei wurde Himolysat in Phosphat und 
Acetatpuffer ebenso wie ungepuffert inkubiert. Man erkennt, dab die 
Inaktivierung mit fallendem py zunimmt. Ein Maximum 1aBt sich nicht 
angeben, da unterhalb py 4 eine schnelle Inaktivierung (Denaturierung) 
des Hemmstoffes eintritt. 


B. Die Inaktivierung im intakten Reticulocyten 
Im Hinblick auf die Tatsache, daB eine Anzahl von Effekten, wie 
7B. Aktivierung der Apyrase und DPN-Nucleosidase erst nach Hamo- 


Abb. 3. Die Wirkung von Aerobiose 
und Anaerobiose im Hamolysat und 
in intakten Zellen. Die Priifung er- 
folyte jeweils mit gleicher Menge RU. 








_lvse in Erscheinung treten, war es zur Sicherung der biologischen Be- 
deutung der Inaktivierung der Hemmung wichtig, Versuche am in- 


takten Reticulocyten durchzufiihren. 
Abb. 3 zeigt die Gleichartigkeit der Verhiltnisse in bezug auf die 


Faerobe Inaktivierung des Hemmstoffes im Himolysat und in intakten 
-Zellen. 


Die Wirkung von Normocyten und Knochenmark 


Zum Verstindnis der biologischen Zusammenhinge und_ ihrer 


}Dynamik war es von Interesse, die inaktivierende Wirkung von reifen 
Erythrocyten und von Knochenmark zu untersuchen. 


Abb. 4 zeigt den Vergleich der inaktivierenden Wirkung von Stroma 


von Reticuloeyten und reifen Normocyten. Die starkere Wirkung von 


reticulocyten ist eindeutig. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 304 15 
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Tab. 2 gibt einen Versuch suit eine 
Knochenmark-Suspension von eiiem no 
malen Kaninchen’ wieder. Kno henmar 
allein zeigt keine Hemmwirkuny. — jedod 
eine starke hemmstoff-inaktiviere::de Wir. 
samkeit. ‘ 

Tab. 3 zeigt die inaktivierei den Wi. 
kungen der Erythrocyten-Stroiiata yy 
Mensch, Rind, Schwein und Haiinmel }y 
kurzfristiger Inkubation von 5 Stunde 
Wenn auch die Resultate auf Grund de 
verschiedenen Ausbeute an Stroma nid a 
direkt vergleichbar sind, so ist doch dé fee 
Feststellung gerechtfertigt, daB ~~ inaktivi daB 1 
rende Wirkungen durch die Stromata alk 
untersuchten Erythrocytenarten — ausgeiil 
werden. 
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Abb. 4. Wirkung von Reticulocyten-(RS) w 
reifem Erythrocyten-(NS-)Stroma. RU-Kon‘rolh 
Anfangswert vor Inkubation; RU-Ink.: 

kung von inkubierter stromafreicr Rl 


Abb. 


Die Wi Atmu 


¥ zesse. 
: Linien 
und Th 
. i z : vorgan 

Die Suspension wurde aus dem Knochenmark eines Kaninchens durch Vedi (hara) 
reiben mit dem gleichen Volumen 0,9-proz. NaCl-Lésung hergestellt. ae 
sichert 


Tab. 2. Die inaktivierende Wirkung einer Knochenmarksuspension. 





Inkub. Succinat-Oxvdase 


Ansatz Aktivitat , 
mm'Q, /Stde. 





BERG cs! oer ww eee 108 
AGM. 2. 45 = 124 
Lt UE Saran 31 
RU Knm.. 126 








Tab. 3. Die Wirkung der Stromata verschiedener Erythrocytenarten. 
Stromata wurden aus dreifach mit 0,9-proz. NaCl-Lésg. gewaschenen \® 
pensionen durch Gefrierhamolyse hergestellt und mit 0,015-m. KH,PO, drew 
gewaschen und im gleichen Volumen Kochsalzlésung aufgeschwemmt. 





Inkub. Succinat-Oxydase 


Ansatz Zeit | Aktivitat 
Stdn. —|mm30,/Stde. 





i! Og anee mest Cue ne eran ae ae 129 
ay setae hips bee aa, 43 
Hammel-Stroma . . { 57 
Menschen-Stroma. . f 59 
Schweine-Stroma. . f 8O 
tinder-Stroma. . . f 90 
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Abb.5. Schematische Darstellung der Abnahme der 
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Diskussion 


Die vorliegenden Untersuchungen tragen einen orientierenden 
(harakter und lassen viele Fragen offen. Die Natur des Prinzips, das 
den Hemmstoff inaktiviert, bleibt weiteren Untersuchungen vor- 
ichalten. Ebenso lat sich noch wenig tiber den Mechanismus der In- 
aktivierung aussagen, méglicherweise handelt es sich um eine Oxydation 
des HemmstoffeiweiBes oder einer prosthetischen Gruppe, etwa eines 
Metalls, im Hemmstoff. Die starke Abhangigkeit der Inaktivierung vom 
Partialdruck des Sauerstoffs erscheint, unabhangig vom Wirkungs- 
mechanismus, von biologischem Interesse und ]éBt sich vielleicht in 
Beziehung setzen zur Sauerstoffabhangigkeit der Erythropoése. Bei der 
Lokalisierung der inaktivierenden Wirkung im Stroma ist zu bedenken, 
dab unter dem Begriff ,,Stroma‘* ein chemisch und funktionell hetero- 
venes Gemisch zusammengefaBt wird. 


Atmung und des Verlaufs der damit verkniipften Pro- 
wsse. Willkiirliche Ordinaten. Die unterbrochenen 
linien entsprechen der Annahme, daB Hemmstoff 
und Inaktivator in bestimmten Phasen des Reifungs- 
vorganges zuanehmen. Die Kurven haben qualitativen 
(harakter; die quantitativen Beziehungen im Ausmaf 
der Abnahme und der zeitliche Verlauf sind nicht ge- 

sichert. l= Atmung, 2 = Hemmstoff, 3 = Inaktivator. Atmung 
Hemmstoff 


}, 1) 
naktivalor 








Die inaktivierende Wirkung ist bei Reticulocyten starker als bei 
reifen Erythrocyten und folgt somit auch der allgemeinen Dynamik 
der Reifungsvorgiinge. Dementsprechend ist es nicht unerwartet, dab 
das Knochenmark besonders starke inaktivierende Wirkung zeigt. Dab 
lie am Kaninchen untersuchten Vorgiange eine Verallgemeinerung er- 
lauben, geht aus den Versuchen mit verschiedenen Blutkérperchen- 
Arten hervor. 

Aus den Versuchsergebnissen lassen sich, wenn auch mit Vorsicht, 
‘inige Riickschliisse auf den RU-Hemmstoff ziehen. Die relativ lang- 
ane Inaktivierung des Hemmstoffes laBt an die feste Bindung eines 
letall-EiweiBes denken. Die Untersuchungen itiber die py-Abhiangigkeit 
ler Inaktivierung zeigen eine betrichtliche Siiure-Empfindlichkeit des 
HemmstoffeiweiBes. 

Sehr wesentlich scheint vom Standpunkt der biologischen Bedeutung 
ler hier festgestellten Phinomene die Tatsache, dafs sich dieselben 
orginge in intakten Zellen ebenso wie in Hamolysaten abspielen. 
omit erscheint es sehr wahrscheinlich, daB sie im Reifungsvorgang eine 
‘ichtige Rolle spielen. 
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Die Entdeckung des vermuteten inaktivierenden Faktors stellt ¢j 
weiteres Glied in der Kette gegensitzlicher Prozesse dar, die ‘!as Wese; 
des Reifungsvorganges erkennen lassen. Das Schwinden dev Atmuy 


wird durch einen Hemmstoff bewirkt, der selbst einem geseizmiabige, 


Inaktivierungs-Vorgang unterliegt. Aber auch der inaktiviereiide Fakto; 
selbst zeigt eine Abnahme in der Reifung. Der Ablauf dieser Vorgiing: 
laBt sich schematisch darstellen, wie in Abb. 5 gezeigt. Es erschejp: 
moéglich, daB ganz allgemeine SchluBfolgerungen fiir die funktionek 
Spezialisierung von Zellen aus dem_ hier untersuchten Beispiel de 
Reticulocyten-Reifung gezogen werden kénnen, wie dies in einer andere; 
Mitteil.? geschah. 


Zusammenfassung 


Ein inaktivierender Faktor fiir den Reticulocyten-Hem msioff js 
im Knochenmark und Stroma von roten Blutkérperchen nachweisbar 
Die Wirkung ist nur unter aeroben Bedingungen zu beobachten. Au 
die biologische Bedeutung des Systems, Atmung—Atmungshemmstoff— 
Inaktivator des Hemmstoffs, fiir die Reifung von Erythrocyten wirl 
hingewiesen. 


Summary 


A factor which inactivates the reticulocyte inhibitor can be demon. 
strated ia bone marrow and stroma of red blood corpuscles. The effec 


is only observed under aerobic conditions. Attention is directed to the 
biological significance of the system, respiration—respiration inhibi 
tor—inactivator of inhibitor, for erythrocyte maturation. 


3S. Rapoport, Naturwissenschaften 43, 112 [1956]. 
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Biochemische Vorgange bei der Reticulocyten-Reifung: 


Auftreten und Abklingen des Reticulocyten-Hemmstoffes 


Von 
S. Rapoport und W. Gerischer-Mothes 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Humboldt-Universitat) Berlin 
Direktor: Prof. Dr. 8. Rapoport 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Februar 1956) 


In friiheren Mitteilungen? war iiber einen Hemmstoff der Succinat- 
(xvdase berichtet worden, der im Hamolysat animisierter Kaninchen 
auftritt. In diesem Zusammenhang erschien es von Interesse, die bio- 
logische Dynamik, d. h. den Zeitpunkt seines Auftretens im Verlauf der 
Entwicklung einer Anémie, das Ausma} seiner Bildung und Verhalten 
waihrend der Erholungsphase von der An&mie, zu untersuchen. 


Material und Methoden 


Die Untersuchungen wurden an Kaninchen verschiedener Rassen von 2,5—4kg 
Kérpergewicht durchgefiihrt. Die Anamie wurde durch Entbluten oder durch 
Injektion von Phenylhydrazin herbeigefiihrt. Die Priifung der Hemmstoffwirkung 
erfolgte in friiher beschriebener Weise an Succinat-Oxydase-Praparaten? aus 
Rinderherzmuskeln. 

An allen Tieren wurde der Hamatokrit- und Reticulocyten-Prozentsatz be- 
stimmt, an einigen die Atmung, d. h. der Sauerstoff-Verbrauch von dreimal] mit 
Natriumchlorid-Lésung gewaschenen Suspensionen der roten Blutkérperchen sowie 


| ihre Succinat-Oxydase-Aktivitat. Dieser Bestimmung kommt nur ein vergleichender 
» Wert zu, da die Succinat-Oxydase-Wirkung im Hamolysat wahrend der Messung 
» rasch abnimmt, so daB sie schon wahrend der Ausgleichsperiode einer betrachtlichen 
» Verminderung unterliegt. Die angegebenen Werte beziehen sich auf den Sauerstoff- 
> Verbrauch fiir eine 60-Minuten-Periode nach vorangehender 15 Min. langer Aus- 


gleichszeit. 
Ergebnisse 
A. Entblutungstiere 
Tab. 1 zeigt die Resultate an einem Entblutungstier, dem im Verlauf 


» von 10Tagen 9mal je 50m/ Blut entnommen wurde. Die Unter- 
| suchungen wurden weitere 47 Tage lang bis zum volligen Abklingen der 


Hemmwirkung fortgesetzt. Aus der Tab. 1 wird ersichtlich, daB erst- 
malig nach 3 Tagen Entblutung eine geringe Hemmwirkung auftrat, 
wihrend vorher die typische steigernde Wirkung von Normalblut zu 
verzeichnen war. Nach 6 Tagen war eine deutliche Hemmwirkung 


| schon mit 0,025 ml RU* des Hamolysats einer 40-proz. Suspension 


: s. tapoport u. W. Gerischer-Mothes, diese Z. 802, 167, 179 [1955]. 
S. Rapoport u. Ch. Nieradt, diese Z. 802, 156 [1955]. 
RI iiberstehende Lésung. 
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Tab. 1. Bildung und Verschwinden von Hemmstoff wahrend einer lL iitblutuns 
Animie. Tier 998, Anfangsgewicht 3,5 kg. 






Die Hemmstoffwirkungen wurden an iiberstehenden Fliissigkeite: von Han 
lyvsaten 40-proz. Suspensionen in tiblicher Weise bestimmt. 








——$—__ 

















































Zeit Hemmwirkung ; ° 
Blut- . | Her 
=; ait , nm. 
seit seit letzt. menge toff-E 

. i) ~ ~- Ss - ! 

Beginn | Abnahme 0,025 0,050 0,10 0,20 hei - 
Tag Tag ml ml ml ml ml semen 

0 50) 22 2 

l 50 

2 50) 3 4 

3 50 0 22 | (6 

5 50 

6 40 17 29 | 30 

7 50 34 61 | 60 

9 50) 76 100 | 75 

I 50 - 75 95 | 75 

2 2 15 76 95 75 

13 3 6 75 95 75 
14 4 5 70 100 140 
15 i) ) 5 SO 7 
16 6 5 KD) 100 60 
17 7 i) aD) 80 60) 
19 ft) 5 45 - 78 45 
21 1] 5 27 50 A) 
28 18 5 38 78 0 
30 25 a) 18 42 10) 
2 32 5 - 16 — 25 (6) 
o7 47 5 - - 27 +17 
%, He e 1 s 
* Berechnet nach der Formel —° = ee ny a ; , wobei Vo das Volumen der | 
50% vy * Htkt 
und Htkt den Himatokritwert darstellt. 
nachweisbar. Maximale Hemmwirkung war nach 9 Tagen zu ver 
zeichnen und blieb noch 5—7 Tage nach Einstellung der groBen Bhi 
abnahmen erhalten. Ein eindeutiger Abfall ist erst bei der Blutprol 
18 Tage nach der letzten groBen Blutabnahme feststellbar; Hemmstel! 
wirkungen sind noch sicher nach 25 und angedeutet nach 32 Tag 
nachweisbar. 

Die MeBwerte mit verschiedenen Mengen zeigen anniahernde Pr 
portionalitat zwischen etwa 20—80°,, Hemmung (Proben am 6., 7., 15 
-21., 28. und 35. Tag). Zu einem annahernden Vergleich sind die Hen: 
mungen in Hemmstoffeinheiten in der letzten Kolonne angefilr 


wobei als Hemmstoffeinheit eine Hemmung von 50°, durch 1 ml ro'f 
Blutkérperchen gesetzt wurde. Dabei wurden soweit méglich die Wert 
aus dem proportionalen Bereich zur Berechnung verwendet. Bei Grete 
werten am Anfang und am Ende der Versuchsperiode wurden nur di 
Verdiinnungen, bei denen Hemmungen zu beobachten waren, zur Be 
rechnung herangezogen. 
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Abb. 3. 


Abb. 1. Hemmstoffbildung nach Ent- 
blutung. Tier A 41; 2.9 kg Anfangs- 
yew, 


Abb. 2. Hemmstoffbilduny nach Ent- 
blutung. Tier B61; 3.2 kg Anfangs- 
gew, 


Abb. 3. Der EinfluB fortgesetzter 
Entblutung. Tier F 7; 3.6 kg An- 
fangsgew. 


Zu bemerken ist, daB der Vergleich auch durch verschiedene Ak- 


' tivitét der angewandten Herzenzyme erschwert wird, da die Hemmungen 


nicht vollkommen von Aktivitat und Alter des Herzenzyms unabhangig 
sind. Jedoch sind diese Unterschiede meistens klein im Vergleich zu den 
biologischen Variationen im Hemmstoffgehalt der roten Blutkérperchen. 

Abb. 1 zeigt Auftreten und Abklingen des Hemmstoffes bei einem 


Entblutungstier nach 3maliger maBiger Blutabnahme von je 30 m/ an 
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3 aufeinander folgenden Tagen. Auch hier ist ein betrachtlich«r Anstiey 
der Hemmwirkung zu fast maximalen Werten am 4. Tag nach Beginy 
der Entblutung zu bemerken mit nachfolgendem langsa:iem Aj. 
sinken, das auch nach 24 Tagen nicht vdéllig abgeklungen war. i 
gewisser Parallelismus zur Reticulocytenzahl ist ersichtlich, \-enn guch 
die Hemmstoffwirkung viel langsamer fallt. 

Abb. 2 zeigt ein anderes Tier, dem 150 ml Blut innerhalb von 3 Tage 
entnommen wurde. Hier ist das zeitliche Vorauseilen des Maximum 





1a) Bl tabnahme —=— 


(Ua 




















7 on 2 


Abb. 4. Beispiel geringer Atmungssteigerung nach Entblutung. Beachte rasche! 
Anstieg des Hamatokritwertes. Tier F 9; 3,5 kg Anfangsgew. 


der Hemmstoffwirkung vor dem Héchstwert der Reticulocytose be- 
merkenswert. Reticulocytosen- und Hamatokrit-Anstieg sind langsame 
als beim vorangehenden Tier. 

In Abb. 3 sind die Ergebnisse intensiver wiederholter Entblutun: 
dargestellt. Atmung und Succinat-Oxydase wurden zusatzlich bestimmt 
Vorangehender Anstieg der Atmung und der Succinat-Oxydase, ver 
glichen mit der Reticulocytose und Hemmstoffwirkung, sind deutlic! 
ersichtlich; ebenso wie die Tatsache einer weiteren Steigerung trot 
relativer Verminderung der Reticulocytose. 

Abb. 4 ist von besonderem Interesse, indem es die Reaktion eine 
anscheinend sehr regenerationstiichtigen Tieres zeigt. 
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Die Abnahme von 150 ml Blut wurde — wie aus dem Hamatokrit 
ersichtlich ist —- besonders schnell tiberwunden. Die Reticulocytose 
erreicht nur den niedrigen Wert von 15°,,; der Atmungsanstieg war 
kaum ausyepragt. Die Hemmstoffbildung hingegen trat in besonders 
starker Weise am 4. Tag auf, um dann langsam abzuklingen; noch am 
35, Tag war sie angedeutet. 

B. Phenylhydrazin-Tiere 

Tab. 2 zeigt die Resultate mehrfacher subcutaner Injektionen mit 
Phenylhydrazin bei einem sehr widerstandsfahigen Tier. Die Uber- 
priifung nach 8 Tagen zeigt hochgradige Reticulocytose mit hoher 
Zellatmung und Succinat-Oxydase-Aktivitat. Dagegen ist die Hemm- 
soffwirkung erst angedeutet; 2 Tage spiter ist sie betrachtlich. 


Tab. 2. Die Hemmstoffbildung bei einem Phenylhydrazin-Tier. Tier D 48, Anfangs- 
gewicht 3,15 kg. 


Die Phenylhydrazin-Injektion erfolgte subcutan. 





; Suce.- 
*henvl- »TICUIO- ‘ Atmung 
Phenyl Htkt — Hemmwvirkung A muns | Oxyd. 
hvdrazin evten mm3Q, /ml 3() 

: ; 7/60 Min, |™™ 2 ml 
mg if 0.1 ml | O2mi {~ ~~” |Z/60 Min. 





30 
30 
30 
30 
30 
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Abb. 5 zeigt die Resultate an einem Tier, das im Verlauf von 
3 Tagen 120 mg Phenylhydrazin bekam. Auch an diesem Tier ist das 
Vorangehen von Atmungs- und Succinat-Oxydase-Maximum vor Ein- 
tritt des Héchstwertes an Reticulocyten eindeutig. Das bedeutend 
langsamere Abklingen der Hemmstoffwirkung — verglichen mit allen 
anderen Kennzeichen — ist bemerkenswert. Im Vergleich mit Abb. : 
ist zu erwihnen, daB die Succinat-Oxydase-Wirkung in der ansteigenden 
Phase h6her und erst wahrend des Abklingens tiefer als die Atmung 
liegt, wihrend bei einem Entblutungstier der Succinat-Oxydase-Wert 
meistens unterhalb der Atmung liegt. 

Abb. 6 zeigt die bemerkenswerte Erscheinung einer sehr z6gernden 
Hemmstoffbildung trotz mehrfacher Phenylhydrazin-Injektion. Es 
handelt sich um ein widerstandsfihiges Tier, wie durch den verhiltnis- 
maiBig geringen Hamatokrit-Abfall angezeigt wird. Auch hier ist die 
Diskrepanz zwischen Atmung, Reticulocytose und Hemmstoffwirkung 
auffallend. 
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Abb. 5. Hemmstoff, Reticulocytose, Atmung und Succinat-Oxydase bei Pheny: zu ¢ 
hydrazin-Anamie. Tier F 12; 3,7 kg Anfangsgew. 








Abb. 6. Die Wirkung fortgesetzter Phenylhydrazin-Injektionen. Tier E 11; 36k Bhd 
Anfangsgew. oder 
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Auftreten und Verschwinden des Hemmstoffes in den roten Blu: 
kérperchen des strémenden Blutes stellen ein weiteres Kennzeichen de 
Reifungsvorganges von Erythrocyten und der Reaktionen des Knocher: 
marks dar. Von diesem Gesichtspunkt aus ist eine Betrachtung de 
Beziehungen zwischen der biologischen Dynamik des Hemmstofle§ 
und anderen Kennzeichen, wie Reticulocytose und Atmung, V0! culos 
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man bei den Entblutungstieren Reticulocytose, die bis zu 70°, (Abb. 3) 
oder aber. bei nicht wesentlich verschiedener Blutabnahme, auch nur 
15", (Abb. 4) betragen kann. Der Zeitpunkt der maximalen Reticulo- 
eytose erscheint auch unterschiedlich. Er trat schon am 4. (Abb. 4) 
oder auch erst am 10. (Abb. 3) Tage auf. Ebenso verschieden ist das 
Verhalten der Atmung. Meistens war am 4. Tage schon eine sprunghafte 
Erhdhung der Atmung auf Werte iiber 100 mm? Sauerstoff/m/ Zellen h 
festzustellen (s. Abb. 3), diedann meist bei einem Wert von 200—250 mm® 
Sauerstoff verblieb. Bei maximaler Blutabnahme wurden auch weitere 
Erhéhungen bis zu 350—400 mm® Sauerstoff beobachtet. Bemerkens- 
wert ist aber das Verhalten eines kleinen Teiles der bisher untersuchten 
Tiere, wie es in Abb. 4 dargestellt ist, wo es nur zu einer unbetracht- 
lichen Atmungssteigerung kam. Es handelt sich um anscheinend sehr 
resistente Tiere. wie auch durch die rasche Wiederherstellung des 
Himatokritwertes angezeigt wird. Die Hemmstoffbildung tritt an- 
scheinend mit gr6éBerer RegelmaBigkeit am 4. oder 5. Tag nach Beginn 
der Blutabnahmen ein und erreichte meistens sehr bald danach ein 
Maxinum. Bei fortgesetzter Entblutung aber (Abb. 3) ist eine weitere 
Steigerung der Hemmstoffbildung zu beobachten. Der Zeitpunkt des 
Hemmstoff-Maximums kann dem Zeitpunkt der Reticulocytose voran- 
gehen (Abb. 2) oder aber mit diesem zusammenfallen. Ein gewisser 
Parallelismus zur Atmung ist deutlich ersichtlich (Abb. 3 und 5), aber 
Divergenz der Kurven ist auch zu beobachten (Abb. 4 und 6). wobei 
entweder Hemmstoffmenge oder Atmung einen starkeren Anstieg 
zeigen. Das Abklingen des Hemmstoffs ist offensichtlich ein sehr lang- 
samer Vorgang, der die Reticulocytose und die Wiederherstellung 
normaler Haimatokritwerte um ein Betrachtliches tiberdauern kann 
Dies mag als Anzeichen dafiir gewertet werden. daB die biologischen 
Nachwirkungen einer Anadmie weitaus linger, als man im allgemeinen 
mu denken gewohnt war, anhalten. 

Von Interesse ist ein Vergleich zwischen Entblutungs- und Pheny]- 
hvdrazin-Anamie. Meistens zeigten die Phenylhydrazin-Tiere verzégerte 
oder verminderte Hemmstoffbildung. In vermutlichem Zusammenhang 
damit war bei ihnen die Succinat-Oxydase in der Regel relativ aktiver., 
d.h. ungehemmter. 

Bei der Beurteilung der Beziehungen zwischen Reticulocytose 
und anderen Veranderungen des Stoffwechsels ist auch zu_beriick- 
‘ichtigen, daB die Reticulocyten keineswegs gleichartig und gleichwertig 
sind. Wie schon in einer friiheren Mitteil.? erwahnt, verandert sich nicht 
nur die Zahl der Reticulocyten, sondern auch die Menge der Subst. reti- 
culofilamentosa pro Zelle und schlieBlich auch die ZellgréBe im Verlaut 
einer Animie. Diese Unterschiede stehen in engster Beziehung zu Ver- 
vhiedenheiten des Stoffwechsels der Reticulocyten in verschiedenen 
Madien einer Anamie. 

_ #8. Rapoport, G.M. Guest u. M. Wing, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 57. 
M4 [1944 }. 
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Die bisher im einzelnen geschilderte groBe Veranderlichkeit jx 
eine Resultante des wechselnden Widerspiels von Beanspruc!iung un) 
regenerativer Potenz des Knochenmarks. Sie ist der Ausdrick eine 
von Tag zu Tag wechselnden Gleichgewichtes, das u. a. von liasse un 
Vorgeschichte der Tiere, Jahreszeit und Ernaihrungszustand abhiinge, 
mag. 

In einer friiheren Mitteil.4 wurden Atmung, Nucleinséure-Gchalt un 
Protease-Wirksamkeit in Beziehung gesetzt und auf ihre Kopplung un 
Dissoziation hingewiesen. Fir alle Prozesse der Erythrocytcnreifuy 
einschlieBlich der hier beschriebenen gilt, daB es sich um cinen g. 
koppelten Komplex von Stoffwechselvorgangen handelt, bei dem sowol 
die Koordination seines Ablaufs, wie auch die Divergenz in bezug aii 
AusmaB und Geschwindigkeit der einzelnen Komponenten iimponier 


Zusammenfassung 

Es wird iiber das Auftreten und Abklingen des Reticulocyter. 
Hemmstoffes der Succinat-Oxydase im Verlauf der Entwicklung wii 
wihrend der Erholungsphase von Anamien, die durch Entblutung ode 
Phenylhydrazin-Injektion erzeugt wurden, berichtet. Die biologiscl: 
Dynamik des Hemmstoffes ist ein weiteres Kennzeichen der Reifuy 
der roten Blutkérperchen, das mit anderen Kennzeichen, wie Reticuli 
cytose und Atmung, koordiniert ist. 


Summary 


Information is presented concerning the appearance and gradud 
disappearance of the reticulocyte inhibitor of succinic oxidase in th 
course of the development, and during the fegeneration phase, (i 
anaemia produced by bleeding or by injection of phenylhydrazine. The 
appearance and disappearance of the inhibitor is a further character 
istic of the maturation of the blood corpuscles and is coordinated wif 


other characteristics such as reticulocytosis and respiration. 


1 E. Goetze, R. Lindigkeit u. S. Rapoport, Biochem. Z. 826, 48 [19 
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(ber die Umwandlung der 3-Hydroxy-anthranilsaure 


in Chinolinsaure und Nicotinséure 
im tierischen Organismus 
|. Die enzymatische Oxydation der 3-Hydroxy-anthranilsiure * 
Von 
O. Wiss 
unter Mitarbeit von H. Simmer und H., Peters 


{us dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie und dem Physiologisch-Chemischen Institut 
der Universitat Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Februar 1956) 


Tryptophan wird im Séugerorganismus und von Mikroorganismen 
in Nicotinsiure (Il) umgewandelt. Die bisher mit Sicherheit ermittelte 
uimittelbare Vorstufe der Nicotinsiure ist die 3-Hydroxy-anthranil- 
siure (I)!. Die 3-Hydroxy-anthranilsiure kann aubBerdem durch die 
erwihnten Organismen auch in Chinolinséiure (III) umgewandelt 
werden, es ist jedoch noch ungeklart, wie Nicotinséure und Chinolin- 
siure im Stoffwechsel miteinander verkniipft sind. Testversuche an 
Neurospora crassa, Wachstumsversuche und Ausscheidungsversuche 
beim Tier und Enzymversuche ergaben keine eindeutigen Ergebnisse. 


' Mitchell und Nye*® und Bonner und Yanofsky* konnten bei 
' Mutanten von Neurospora crassa, die an Stelle der Nicotinsiure 3-Hy- 


droxy-anthranilsiure verwerten konnten, mit Chinolinséiure keine 
Waehstumswirkung erzielen, wahrend Henderson? nach starker 
Uberdosierung der Chinolinsaéure bei Neurospora crassa und bei der 


_ Nicotinsiure-Mangelratte geringes Wachstum beobachten konnte. Nach 


Verabreichung von Chinolinséure an Ratte und Mensch wurde eine 
wenig erhdhte Ausscheidung von Nicotinsiéiurederivaten im Harn 
heobachtet®*, Méglicherweise kann somit die Nicotinséure tiber die 
Chinolinsiure gebildet werden. Es erscheint jedoch unwahrscheinlich, 
da8 Chinolinsiure immer als Zwischenprodukt entsteht. 

1H. K. Mitchell u. J. F. Nye, Proc. nat. Acad. Sci. USA 34, 1 [1948]; 
H.K. Mitchell, J. F. Nye u. R. D. Owen, J. biol. Chemistry 175, 433 [1948 }. 


* L.M. Henderson u. H.M. Hirsch, J. biol. Chemistry 181, 667 [1949]: 
L.M. Henderson u. G. B. Ramasarma, ebenda 181, 687 [1949]; B. S. Schwei- 


 gert, ebenda 178, 707 [1949]; B.S. Schweigert u. M. M. Marquette, ebenda 


Isl, 199 [1949]. 
*H.K. Mitchell u. J. F. Nyc, Proc. nat. Acad. Sci. USA 34, 1 [1948]. 
‘D. M. Bonner u. Ch. Yanofsky, Proc. nat. Acad. Sci. USA 35, 576 [1949]. 
» L. M. Henderson, J. biol. Chemistry 181, 677 [1948]. 
° H.P.Sarett, J. biol. Chemistry 193, 627 [1951 ]. 
* Vorliufige Mitteil.: Z. Naturforsch. 9b, 740 [1954]. 
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CO,H /COoH 
CO,H 
I] Il 


Fine grobe Anzahl von Untersuchungen befaBt sich mit dem Mechani. 
mus der Ringspaltung der 3-Hydroxy-anthranilsiiure und dem Ring 
schluB zum Pyridinderivat. 

Von japanischen Forschern? wurde die 3.4-Dihydroxy-anthrayi, 
siiure als Zwischenstufe zwischen 3-Hydroxy-anthranilséure tnd Nic. 
tinsiure gefordert, da sie nach Zusatz von 3.4-Dihydroxy-anthranj. 
siiure zu Schnitten von Schweine- und Rinderleber eine Zunahme de 
Nicotinsiiure beobachten konnten. Die Nachpriifung dieser Versuc 
und Testversuche an Neurospora crassa haben jedoch in verschiedene: 
Instituten zu eindeutig negativen Ergebnissen gefiihrt®. 

Durch Verwendung von 'N-haltigen Vorstufen ist der sicher 
Nachweis erbracht worden, daB beim Tier der Stickstoff des Indé. 
ringes des Tryptophans zur Nicotinséiure- und Chinolinsiuresynthes 
herangezogen wird®. Bei geeigneten Mutanten von Neurospora crass 
wird am Stickstoff markiertes Indol zur Nicotinsdéurebildung ve. 
wendet!®. Wird hingegen einer Hydroxy-anthranilséure —bediirftige 
Mutante neben 3-Hydroxy-anthranilsiure Ammoniumchlorid angebotei 
dessen Stickstoff mit }°N markiert ist, so ergibt sich, daB beinahe dé 
Halfte des Nicotinsiurestickstoffes aus dem Ammoniumchlorid stammt" 
Auf Grund dieses Ergebnisses wird vermutet, daB die Nicotinsiur 
iiber eine Diaminoverbindung aus der 3-Hydroxy-anthranilsiure eat 
steht. Gegen eine solche Auffassung sprechen kurzfristige Versuche a 
iiberlebenden Mycel von Neurospora crassa; unter solchen Bedingunge 
konnte kein Einbau von 1°N-Ammoniumcehlorid in die Nicotinsaur 
beobachtet werden ?!*. 


Bisher ist es nicht gelungen, im Enzymversuch 3-Hydroxy-anthr 
nilsiure in Nicotinsiure umzuwandeln. Bei Verwendung von Leber 
schnitten, Homogenaten und von Extrakten aus Acetontrockenpule 
kann jedoch 3-Hydroxy-anthranilsiure in Chinolinsdiure  iibergefiihi 


7K. Makino, F.Itoh u. K. Nishi, Nature [London] 167, 115 [195 

8’ H. K. Mitchell, Vitamines and Hormones 8, 144 [1950]; L. M. Hender 
son, H. N. Hill, R. E. Koskiu. I. M. Weinstock, Proc. Soc. exp. Biol. Med.’ 
441 [1951]; H. Hellmann u. O. Wiss, diese Z. 289, 21 [1952]. 

9 R. W.Schayer, G. L. Forster u. D.Shemin, Fed. Proc. 8, 248 [194 
R. W. Schayer u. L. M. Henderson, J. biol. Chemistry 195, 657 [1952]. 

10 >. M. Bonner u. E. Wassermann, J. biol. Chemistry 185, 69 [199 

1 E, Leifer, W.H. Langham, J.F.Nyc u. H.K. Mitchell, J. bi 
Chemistry 184, 589 [1950]. 

2 Ch. Yanofsky u. D. M. Bonner, J. biol. Chemistry 190, 211 [ 1951) 
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verden, Es wird vermutet, daB der erste Schritt in einer Dehydrie- 
ang der 3-Hydroaxy-anthranilsiure zum Chinonimin (VII) besteht’?. 
schweigert und Mitarbb.!° haben eine Substanz isoliert (IX), von der 
sie vermuten, da sie iiber das entsprechende Orthochinon (VIII) 
wsdem Chinonimin entstanden ist. Die Ringspaltung, die zur Chinolin- 
siure fihrt, soll auf der Stufe des Chinonimins stattfinden. Sie glauben 
durch spektroskopische Untersuchungen das Chinonimin nachgewiesen 


mu haben. 
CO,H CO,H CO,H 
imma = 
NH “SO 
QO O 
VII Vill 


Unsere enzymatischen Oxydationsversuche, die im Gegensatz zu 
denjenigen von Schweigert und Mitarbb. unter schonenden Be- 
dingungen bei 0° durchgefiihrt wurden. lassen vermuten, dal die spon- 
tane Oxydation der 3-Hydroxy-anthranilsiiure und die enzymatische 
Oxydation grundsitzlich verschieden sind. 

Ausfiihrliche Untersuchungen iiber nicht enzymatisch entstandene 
(xydationsprodukte der 3-Hydroxy-anthranilsaiure und andere 0-Amino- 
phenole, die an unserem Institut im Zusammenhang mit der Struktur- 
aufklarung von Insektenfarbstoffen durchgefitihrt wurden, zeigen, dab 
‘die Dehydrierung von o-Aminophenolen zu intensiv farbigen Ver- 
bindungen fihrt. So konnten als Oxydationsprodukte der 3-Hydroxy- 
aithranilsiure Phenylchinonimine und Phenoxazone isoliert werden?®. 
_ Bei der enzymatischen Reaktion entsteht ein leicht gelb gefiirbtes 
teaktionsprodukt. AnschlieBendes Erhitzen oder Alkalisieren hat 


pkeine Verfirbung im Sinne der Phenoxazon- oder Phenylchinonimin- 


bildung zur Folge, was bei Gegenwart der Chinoniminstufe zu erwarten 


‘wire. Mit folgenden Untersuchungen glauben wir nachgewiesen zu 
phaben, daB das erste nachweisbare Reaktionsprodukt ein 
faliphatisches Spaltprodukt der 3-Hydroxy-anthranilsaure 


st, welches durch oxydative Ringspaltung entstanden ist. 
Der Sauerstoffverbrauch der enzymatischen Oxy- 
ulation: Die Messung des Sauerstoffverbrauches unter den iiblichen 


} edingungen d.h. unter Schiitteln bei 37°. fithrt nicht zu richtigen 


8:5. by hweigert, B.S.Schweigert u. M. M. Marquette, L. M. Hen- 
alerson u. G. B. Ramasarma, l. c.2; BR. H. Priest, A. H. Bokman u. B.S. 
Rehweige oy Proc. Soc. exp. Biol. Med. 78, 477 [1951]; A. H. Bokman u. B.S. 
‘ chweigert, J. biol. Chemistry 186, 153 [1950]. 

4 A. H. Bokman u. B.S. Schweigert, Arch. Biochem. Biophysics 33, 270 
| 91);G. Viollier u. H. Siillmann, Helv. chim. Acta 33, 776 {1950}. 
| » Aiko Miyake, A. H. Bokman u. B.S. Schweigert, J. biol. Chemistry 
BI, 391 [1954]. 
A 1S A ee nandt, U.Schiedt u. E. Biekert, Liebigs Ann. Chem. 588, 
AN (1954 |; . Butenandt, J. Keck u. G. Neubert, ebenda, im Druck. 
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Ergebnissen, weil ein Teil der 3-Hydroxy-anthranilsiiure sic!) in nid) 
enzymatischer Reaktion unter Farbstoffbildung zersetzt.  \uBerde 
hemmen die so entstandenen Reaktionsprodukte die enz ymatisc)y 
Reaktion. Die spontanen, nicht enzymatischen Oxydation svorginy 
k6nnen verhindert werden, wenn bei tiefer Temperatur, z B. bei 
inkubiert wird. Unter diesen Bedingungen findet keine Verfar! ung stay 
und die fiir die spontane Oxydation typischen Reaktion sproduly 
lassen sich nicht nachweisen. Der manometrisch ermittelte ‘Sauerstof 
verbrauch betriigt pro Mol. 3-Hydroxy-anthranilsdiure 1 Mol. Sauersty 
(s. die Tab.). 
Sauerstoffverbrauch bei enzymatischer Oxydation der 3-Hydroxy- 
anthranilsiure bei 0°. 





Eingesetzte Hydroxy-anthranilsre. in y 200 500 1000 = 1000 
gef. 28 80 146 128 


Sauerstoffverbrauch in mm 


ber. 29 73 146 

Die Berechnung des Sauerstoffverbrauches erfolgte unter der Amnaliy: 
daB pro Mol. 3-Hydroxy-anthranilsiure 1 Mol. Sauerstoff benétigt wird. 

Nachweis des priméren Oxydationsproduktes. Dur 
spektroskopische Untersuchungen kann man nachweisen, dab bei scli. 
nender enzymatischer Oxydation in der Kalte primar keine Chinoli: 
siure gebildet wird. Das entstandene Reaktionsprodukt hat vill; 
andere Absorptionseigenschaften im UV-Spektrum als die Chinoli 
siiure. Chinolinsaiure, in Trispuffer vom pu 7,4 gemessen, zeigt ein Mini 
mum bei 250 mu (¢ = 2100) und ein Maximum bei 267 my (¢ =33WW 
Das primire Oxydationsprodukt, unter gleichen Bedingungen gemess 
hat zwei charakteristische Maxima bei 275 mu (€ = etwa 6000) w 
bei 360 my (¢ = etwa 47000) und ein Minimum bei 395 my (¢ =etw 
3000)17 (Abb. 1). Bei einem Chinonimin ware eine maximale Extiil 
tion von héchstens 10000 zu erwarten. 

Die ausgepriigte Absorption im UV ermoglicht eine einfache quar 
tative Bestimmung des Reaktionsproduktes durch direkte Messung ¢ 
Extinktion im Versuchsansatz. Vergleichende Messung des Sauersti 
verbrauches und der Extinktionszunahme bei 366 my zeigt, dab @ 
Werte parallel zunehmen (Abb. 2). Damit wird bewiesen, daB die Ve 
bindung IV durch enzymatische Oxydation aus 3-Hydroxy-anthrai 
siure entstanden ist. 

Umwandlung des primaren Oxydationsproduktes | 
Chinolinsaiure. Das primare Oxydationsprodukt lat sich in mi 
enzymatischer Reaktion durch Erwirmen auf 100° quantitatiy 
Chinolinsiure umwandeln. Das typische Spektrum verschwindet, und 
entsteht das Chinolinsiurespektrum. Die Berechnung der Kone 
tration aus der Differenz zwischen ¢ max bei 267 mu und ¢ mil! 
250 mu ergibt, daB 90°, der zu erwartenden Chinolinsdure entstand 

7 A.H. Bokman u. B. S. Schweigert, 1. ¢."4; O. Wiss, Z. Naturfow 
9b, 740 [1954]. 
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\bb.1.7: Spektrum des pri- 
waren Oxydationsproduk- 
der 3-Hydroxy-anthra- 
uilsaure (Verbindung IV), 
): Spektrum der Chinolin- 
siure (waBrige Losung 


PH 7,4). 











Abb. 2. 7: Sauerstoffverbrauch 
pro Mol. 3-Hydroxy-anthranil- 
saure, 2: Bildung von Verbin- 
dung IV pro Mol. 3-Hydroxy- 


anthranilsdure, 











30 


Mn 


id. (Abb. 3). Durch mikrobiologischen Test wird die Chinolinsaure- 
ildung bestiitigt: die mikrobiologisch ermittelte Chinolinséiure ent- 
mcht bis zu 100°,, der eingesetzten 3-Hydroxy-anthranilsiure. Wird 
t Ansatz nach erfolgter enzymatischer Inkubation mit Lauge  be- 
ndelt, so ist die Umwandlung in Chinolinsiure geringer. Die Umwand- 
igsrate betriigt etwa 50°... 
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Abb. 3. Umwandlung der Ver. 
bindung IV in Chinolinsiuy 
UV-Absorptionsspektren, 
1: Verbindung IV, 2: aus Ve. 
bindung IV gebildete Chinoli 
sdure, 3: reine Chinolinsiur 
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Weitere Charakterisierung des primaren Oxydation- 
produktes. Oben wurde ausgefiihrt, da zur Oxydation von 3-Hydroxy: 
anthranilsiure 1 Mol. Sauerstoff benétigt wird und daB das Reaktion 
produkt quantitativ in Chinolinséiure umgewandelt werden kan 
Diese Tatsachen lassen vermuten, da8 eine Ringspaltung nach folgend: 


Gleichung erfolgt ist: 


| — | 


| C Cc 
: : \w 
SL Awn, H/\O HO,C H/SO H,N% 


O02. OH 
I IV V Ill 


Dem Spaltprodukt wird somit die Struktur der 1-Amino-4-formy: 
butadien-(1.3)-dicarbonsaure-(1.2) (IV) zugeschrieben. Der Cyelisier 
zur Chinolinsiure (III), die durch Wasserabspaltung zwischen 
Aldehyd- und der Aminogruppe zustandekommt, muB eine Umlagerut 
des Fumarsiurederivates IV in das Maleinsaéurederivat V vorausgel 
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konjugierte Doppelbindungen in Konjugation zur Aldehyd- und 
mur Aminogruppe mussen fir die starke Absorption 
bei 360 my verantwortlich gemacht werden. Diese 
Annahme wird bestatigt durch den Vergleich des UV- CN 


Verbindung LV besitzt ein ausgepragtes chromophores System: 


zwel 
C-CO,C,H 


Spektrums mit dem von Cronyn und Riesser!§ 
peschriebenen | 3-Amino-4?-cyclohexenyliden |-cvan- = NH, VI 
essigsiure-aithvlester (VI). : 

Auch diese Verbindung besitzt in der Kohlenstoffkette zwei kon- 
jgierte Doppelbindungen in Verbindung mit einer Aminogruppe. Die 


+ 


Abb. 4. Beeinflussung des UV- 
\bsorptionsspektrums der Ver- 
hindung IV (7) dureh  An- 
sinern (2) und anschlieBende 


Neutralisation (3). 








a 400 
i ~i 
an Stelle der Aldehydgruppe vorhandene Nitrilgruppierung ist dieser 
hinsichtlich chromophorer Eigenschaften ihnlich. Diese Verbindung 
hat ein ausgepragtes Maximum bei 381 mye (é 53500) und ein Mini- 
mum bei 283 mu (¢ = 60). 

Nachweis der Aminogruppe: Die chromophore Wirkung der 
Ainogruppe ist durch den EinfluB des einsamen Elektronenpaares des 
tickstoffes bedingt. Wenn der Stickstoff in die Ammoniumstruktur 
tibergefithrt wird, muB eine Anderung der chromophoren Eigenschaft im 
‘inne einer Erniedrigung und Verschiebung des Hauptmaximums nach 


'*M.W. Cronyn u. G. H. Riesser, J. Amer, chem. Soc, 75, 1247 [1953]. 
16* 
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dem kurzwelligen Bereich zustande kommen?*. Dieser Effe!st lagt sia 
durch Ansiuern auf pu 0,8 nacnweisen, Die Verschiebung i-t reversili 
Neutralisation ergibt das urspriingliche Spektrum (Abb. 4). Das May, 
mum bei 360 my erreicht nicht mehr ganz den Ausgangsy crt, weil di 
Verbindung leicht zersetzlich ist. ‘ 

Nachweis der Aldehyvdgruppe: Nach Zusatz einer gesittigt 
Losung von 2.4-Dinitrophenylhydrazin in 2-n.HCl bildet sich schon j 
der Kalte bei 0° ein roter Farbstoff, der nach Zugabe von Natronlayy 
in Blauviolett umschligt. Andere, weniger reaktionsfahige Carbonyl 
reagenzien waren zum Nachweis dieser sehr leicht zersetzlichen Ve 
bindung ungeeignet. 

Behandlung mit Natronlauge: Wird Verbindung IV yj 
Natronlauge versetzt, so verschwindet sofort) im) UV-Spektrum di: 
Maximum bei 360 my. Die Aldehydreaktion wird negativ. Ein Teil de 
eingesetzten 3-Hydroxy-anthranilsdure laBt sich mikrobiologisch ah 


Chinolinsiure nachweisen. 


Beschreibung der Versuche 


1. Messung des Sauerstoffverbrauches bei der 
enzymatischen Oxydation 


Als VersuchsgefaiBe dienten Warburg-Trége. Die Versuche wurden im Kilt 
labor bei 0° durchgefiihrt. Der Thermostat wurde, um Temperaturkonstanz 1 
bekommen, mit Eiswasser vefiillt. Wahrend der Inkubationszeit wurde mit kleine 
Amplitude geschiittelt. 

Enzympraparat: Acetontrockenpulver von Schweineleber wurde mit de 
zehnfachen Volumen /15-Phosphatpuffer, pH 7,4, etwa 15 Min. in der Kil 
extrahiert und das Filtrat gegen m/60-Phosphatpuffer, px 7,4, 2 Stdn. bei | 
dialysiert. Das durch Lyophilisieren gewonnene Trockenpulver war wahre 
einiger Wochen ziemlich bestandig. 

Die Ansaitze enthielten je 1,5 m! Enzymlésung (150 mg des Trockenpulves 
in m/15-Phosphatpuffer, pu 7,4, gelést), 0,2 m/l 15-proz. Natronlauge im Einsat? 
Die 3-Hydroxy-anthranilsiure wurde in abgestuften Mengen (200, 500 w 
1000 ) in Puffer gelést und in die Ansatzbirne eingefiillt. Als Kontrolle diente 
vollstandiger Ansatz ohne 3-Hydroxy-anthranilsaure. Das Gesamtfliissigkeits 
volumen betrug 4 m/. Als Temperaturausgleichperiode geniigten 2 —3 Minuten. !) 
Ergebnisse zeigt die Tabelle, S. 224. Nach Beendigung der manometr. Messi: 
wurden kleine Proben papierchromatographisch in Partridge-Lésung aufgetrent! 
und unter der UV-Lampe oder durch die Reduktionsprobe mit AgNO, kontrollier 
ob alle 3-Hydroxy-anthranilsiure abgebaut worden war. Bei gleichzeitiger Messi 
der Extinktionszunahme wurden Parallelansitze eingesetzt. Zur Messung wun 
dem gleichen Ansatz in zeitlichen Abstainden je 0,05 ml entnommen, mit Puffer ai! 
5 ml aufgefiillt und sofort bei 2 cem Schichtdicke bei 366 my im Eppendorf-Phot 
meter gemessen (Abb. 2). 


2. Spektroskopische Untersuchungen iiber das primare 
Oxydationsprodukt (Verbindung IV) 


Zur enzymatischen Oxydation wurde ein gereinigtes Enzympraparat v! 
wendet, welches nach folgender Vorschrift dargestellt wurde: Frisches Aceto 
trockenpulver von Schweineleber wurde in der Kalte mit dem zehnfachen Volume! 
m/30-Trispuffer (‘Tris-{|hydroxy-methyl |-amino-methan) etwa 15 Min. extrahiet" 


' H. Dannenberg, Z. Naturforsch, 4b, 327 [1949]. 
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Bd, B04 (1956 Uber die Umwandlung der 3-Hydroxy-anthranilsaure I DIY 
per durch Zentrifugieren erhaltene Uberstand wurde bis zum Sattigungsgrad von 
4\°. mit fester Ammoniumsulfat versetzt. Der in der Kaltezentrifuge abgetrennte 
\iederschlag wurde verworfen, Durch weiteren Zusatz von festem Ammonium- 
alfat bis zu 45°,, Sattigung wurde die wirksame Fraktion gewonnen, welche in 
yovlichst wenig ‘Trispuffer vom py 7,4 aufgelést und gegen denselben Puffer bei 
0. 0 24Stdn. dialysiert wurde. Das durch Lyophilisieren erhaltene Trocken- 
pulver war einige Wochen haltbar. . 
"Die Inkubation erfolgte in Warburg-Trégen unter leichtem Schiitteln. Es 
wurde pro ml 4mg des Trockenpulvers, 1007 Hydroxy-anthranilsaure, 
10 y Fell (als Mohrsches Salz) und 400 y Cystein eingesetzt?®, Alle Komponenten 
waren in m/30-Trispuffer, pH 7,4, gelést. Das Endvolumen betrug 3 ml. In regel- 
pibigen Abstiinden, etwa alle 5Min., wurden Proben von 0,05 m/ entnommen und 
m Eppendorf-Photometer die Extinktion bei 366 mu, wie oben beschrieben, ge- 
essen. Aus Abb. 1 ist ersichtlich, daB das primare Spaltprodukt bei Inkubation 
der Kalte einige Zeit bestandig ist, wahrend es sich bei 37° sehr schnell zersetzt. 
Zur Aufnahme der UV-Spektren wurde den bei 0° inkubierten Ansatzen 
mmittelbar nach Erreichen der maximalen Extinktion 0,05 m/ entnommen, auf 
jml mit eiskaltem Trispuffer erginzt und méglichst schnell gegen einen Kontroll- 
wert, der alle Zusitze mit Ausnahme der 3-Hydroxy-anthranilséiure enthielt, im 
Beckman-Apparat gemessen. Die maximale Extinktion war nach 30 Min. er- 
richt. Abb. | zeigt das UV-Spektrum des primaren Oxydationsproduktes (Verb. 
IV). Unter der Annahme, daB die gesamte eingesetzte 3-Hydroxy-anthranilsaure 
jantitativ in Verbindung [TV umgewandelt worden ist, lassen sich die molaren 
Extinktionen errechnen. Diese Annahme scheint aus folgenden Griinden berech- 
tivt: Der regelmaBige Verlauf der Kurve zeigt, daB es sich im wesentlichen um 
cine Komponente handelt. Die Messung erfolgte, nachdem die Oxydation abge- 
schlossen war und die Extinktion einen konstanten Wert erreichte. Durch papier 
hromatographische Kontrolle wurde nachgewiesen, daB die gesamte 3-Hydroxy- 
inthranilsaure abgebaut war. Der Vergleich mit dem Spektrum der Chinolinsaure 
wigte, daB sich keine Chinolinsaure gebildet hatte. 


Der spektroskopische Nachweis der Aminogruppe beruht auf der 


Tatsache, daB in saurem Milieu, d.h. durch Bildung des Ammoniumions, eine 
Verschiebung des Hauptmaximums nach dem kurzwelligen Bereich bei gleich- 
zitiger Erniedrigung zustande kommt. Diese Anderung des Npektrums ist rever- 
sibel. Der Nachweis wurde durch die Unbestandigkeit der Substanz erschwert. so 
daB nach erfolgter Neutralisation nicht die anfangliche Héhe des Maximums 
erreicht wurde. Das Ansauern und die anschlieBende Neutralisation sowie die Mes- 
sung muB sehr schnell und bei 0 4° erfolgen. Es war deshalb nétig, in einem Vor- 
versuch die fiir das Ansfiuern und die anschlieBende Neutralisation notwendige 
Saure und Lauge zu ermitteln, so daB die Messungen ohne Kontrolle der pa-Werte 
schnell durchgefiihrt werden konnten. Als Enzym diente das gereinigte Praparat. 
Der Ansatz mit Zusitzen, wie oben beschrieben, wurde 30 Min. bei 0° inkubiert, 
.2ml entnommen, auf 5 m/ mit Puffer erganzt und sofort gemessen. Zu 1 ml des 
\nsatzes wurde 0,5 ml n-HCl zugegeben, wodurch ein pq-Wert von 0,8 erreicht 
wurde, Nach 3 Min. wurden 0,3 m/l auf 5 m/ mit Wasser erginzt und gemessen. 
Parallel dazu wurde | ml der urspriinglichen Lésung in gleicher Weise mit 0,5 m/ 
i-HC] versetzt und nach 3 Min. mit 0.5 m/l »-NaOH neutralisiert. Davon 0,4 auf 
ml Puffer erginzt und gemessen. Alle Lésungen waren eisgekiihlt. Die Ansatze 
wurden dauernd im Eisbad gehalten. Aus Abb. 5 ist ersichtlich, daB durch An- 
sauem eine Verschiebung und Erniedrigung des Hauptmaximums zustande kommt 
ind daB dieser Effekt reversibel ist. 
Umwandlung von Verbindung IV in Chinolinsaure 

Verbindung IV lieB sich in nichtenzymatischer Reaktion in Chinolinsaéure 

imwandeln. Zu diesem Zweck wurde ein in der Kalte inkubierter Ansatz (vgl. 8. 224) 


me Cystein und Fell wirken als Aktivatoren. O. Wiss, Z. Naturforsch. 11b, 
(1956), 
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unmittelbar nach Erreichen der maximalen Extinktion in ein siedencics Wasserly 
eingetaucht und dort wahrend 15 Min. gehalten, Aus den UV-Spek:tren yor jy 


nach Erwarmen und durch den Vergleich mit dem Chinolinsaurespektruy i: 


ersichtlich, daB aus Verbindung IV sich Chinolinsaure gebildet hat. In Paral 
versuchen wurde die Chinolinsiure mikrobiologisch nach Umwandlung in Nicgty 
siure mit Lactobacillus arabinosus quantitativ bestimmt. Die aus dem Spektn 
errechneten und mikrobiologisch ermittelten Werte stimmen innerhaib der Fehje 
breite der Methoden iiberein. Aus dem Spektrum laBt sich eine 90-proz, Umwa 
lung errechnen. Im mikrobiologischen Versuch fanden wie Werte bis zu 1 


Herrn Professor Butenandt danke ich fiir sein standiges Inieresse, Hem 
Dozent Dr. Dannenberg fiir wertvolle Hilfe bei der Interpretation der Spektre 


Frau Gerber fiir technische Hilfe. Die Arbeit wurde geférdert durch Mitte d» 


EK mil- Barrell-Stiftung. 


Zusammenfassung 


1. Es wird ein Enzym der Saugerleber beschrieben, welches bei | 


3-Hydroxy-anthranilsiure unter Aufnahme von 1 Mol. Sauersti! 


oxydativ spaltet. 


Das entstandene Reaktionsprodukt wird dure¢h UV-Spektren chan. 


terisiert. Es besitzt zwei typische Maxima bei 275 my und 360) 
Es laBt sich zeigen, da unter den gewahlten Bedingungen s 
primar keine Chinolinsiure bildet. 

In nicht enzymatischer Reaktion, durch Erhitzen auf 100°, ka 
das primaire Oxydationsprodukt quantitativ in Chinolinséure 
gewandelt werden. 

In dem primaren Oxydationsprodukt ist durch die Reaktion 1’ 
2.4-Dinitrophenylhydrazin eine Aldehydgruppe nachweisbar. 
Die reversible Verschiebung des Absorptionsmaximums des primit: 
Oxydationsproduktes bei 360 my durch Ansiiuern und Neutralisie 
spricht fiir das Vorhandensein einer Aminogruppe. 

Die GréBe der molaren Extinktion und die Lage des langwellige 
Maximums im UV-Absorptionsspektrum deutet darauf hin, ti 
zwei konjugierte Doppelbindungen in Konjugation zu Amino- w' 
Aldehydgruppe stehen. 

Aus Punkt | und 4—7 ergibt sich, daB das erste nachweisbare ett! 
matische Oxydationsprodukt der 3-Hydroxy-anthranilsaure 1 
groBer Wahrscheinlichkeit 1-Amino-4-formyl-butadien-(1.3)-dicarbi 
sdure-(1.2) ist. 


Summary 


A mammalian liver enzyme is described which cleaves 3-hydr 
anthranilic acid oxidatively at 0° with the uptake of 1 mole of oxy 
The reaction product is characterized by means of its UV spectrum #4 
has two typical maxima at 275 my and 360 my. It is shown that 1 
the conditions selected quinolinic acid is not formed initially. The}! 
mary oxidation product can be converted quantitatively into quindli 
acid in a non-enzymatic reaction, viz. by heating to 100°. An aldely§ 
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asseria [ME yroup can be demonstrated in the primary oxidation product by means 
Vor wi ¢ the reaction with 2.4-dinitrophenylhydrazine. The reversible shift 


trum ie : “ ‘. « ; pe 
Pan ofthe absorption maximum of the primary oxidation product at 360 mu 
alle as, . ° ° ° 3 . ° 
Nic MM by acidification and neutralization points to the presence of an amino 
pektro fi sroup. The magnitude of the molar extinctioa and the position of the 


*Fehle H ong-wave maximum in the UV absorption spectrum indiéate that two 


mvan ‘wnjugated double bonds are situated in conjugation to the amino and 
aldehyde groups. It is concluded that the first enzymatic oxidation 
product of 3-hydroxy-anthranilic acid which can be demonstrated is, in 
Fal probability, |-amino-4-formyl-buta-1.3-dien-dicarboxylic acid. 
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Die Reindarstellung der Kynureninase 


Von 
Oswald Wiss und Fritz Weber 


\us dem Max-Planck-tostitut fiir Biochemie und dem Physiologisch-Che: hen Institut 
der Universitit Tihingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2). Februar 1956) 
Im Mittelpunkt des Tryptophanstoffwechsels steht das Kynuy 
nin!, weil fast alle biologischen Abbauwege des Tryptophans itber dies 
Zwischenstufe verlaufen, wahrend danach eine Aufteiluny erfolgt, ¢ 


zu verschiedenen Stoffwechsel-Endprodukten fihrt. Durch Tran. 
aminierung mit \-Ketoglutarsdéure? entsteht aus Kynurenin 0-Aminy. 


benzoyl-brenztraubensiure, die durch RingschluB Kynurensaure? liefer 
Durch Oxydation des Kynurenins wird 3-Hydroxy-kynurenin? — |; 
den Insekten die unmittelbare Vorstufe der Augenpigmente. der Omy 


chrome? gebildet. Eine dritte Abbaumdglichkeit ist die Spaltung de 
Kynurenins in Anthranilsiiure und Alanin® durch das Ferment Kynun- 


ninase’. 


Dasselbe Enzym_ spaltet auch 3-Hydroxy-kynurenin in die 4: 


Zwischenstufe fiir die biologische Nicotins&éuresynthese’ — wichtiy 


3-Hydroxy-anthranilsaéure und Alanin?:*, Umaminierung des 3-Hydroxy- 


kynurenins fiihrt zur 3-Hydroxy-2-amino-benzoyl-brenztraubensiun 
aus der durch RingschluB Xanthurensadure?!® entsteht. 


Die Abspaltung von Alanin aus der Seitenkette des Kynureni 
(oder 3-Hydroxy-kynurenins) ist insofern eine ungewohnliche Enzyy- 


reaktion, als es sich um eine vom Sauerstoff véllig unabhangige Spaltun 
einer C—C-Bindung handelt: 


1 A, Butenandt, W. Weidel, R. Weichert u. W. von Derjugin, die 
279, 27 [1943]. 
2 0. Wiss, Z. Naturforsch. 7b, 133 [1952]; diese Z. 298, 106 [1953]. 
3 J. Liebig, Liebigs Ann. Chem. 86, 125 [1853]; A. Ellinger, diese Z. 4 
325 [1904/05 |. 
1 A. Butenandt, W. Weidel u. H.Schlossberger, Z. Naturforsch. 4) 
242 [1949]. 


> A. Butenandt, U.Schiedt, KE. Biekert u. R. J.T. Cromartie, Liebiz 


Ann, Chem. 590, 75 [1954]. 

§ O. Wiss u. F. Hatz, Helv. chim. Acta 32, 532 [1949]; A. E. Braunste)! 
EK. V.Gorjacenkova u. T.S. Paschinaja, Biochimija 14, 163 [1949]; ree 
nach Ber. ges. Physiol. exp. Pharmakol. 148, 152 [1952]; Y. Kotake u. 5. Ota! 
diese Z. 214, 1 [1933]. 

7 Y. Kotake u. Y. Nakayama, diese Z. 270, 76 [1941]. 

* H.K. Mitchell u. J. F. Nyc, Proce. nat. Acad, Sci, USA 34, 1 [IM 
O. Wiss, Z. Naturforsch. 9b, 740 [1954 ]. 

®W.D.Jakoby u. D.M. Bonner, J. biol. Chemistry 205, 699 [1% 

10 LL, Musajou. M. Minchilli, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 1839 [1941]. 
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(CO-CH,:CH-COH CO,H 


NH, 
NH, NH, NH, 


CH,:CH-CO,H 


Das Ziel der Untersuchungen war festzustellen. ob die fiir diese 
Spaltung verantwortliche Kynureninase ein Einzelferment oder ein 
multiples Euzymsystem darstellt. 


Die Reinigung der Kynureninase 

Die Lésung des Problems gelang durch Isolierung des Enzymes 
vach der folgenden Methode: 

Ausgehend von einem Fermentextrakt aus Acetontrockenpulver 
von frischer Schweineleber wird zuerst durch Hitzekoagulation bei 68° 
wihrend 3 Min. unwirksames EiweifB denaturiert. Die Kynureninase 
jleibt in 3- bis 5facher Anreicherung in Lésung. Aus dieser durch 
Zentrifugation vom Niederschlag gereinigten Enzymlésung wird mit 
{mmoniumsulfat bei einer Konzentration von 44°, weiteres Eiweils 
darunter auch ein geringer Teil des Fermentes) ausgefallt. Der groBte 
Teil der Kynureninase geht bei Erh6hung der Ammoniumsulfat-Konzen- 
tration auf 52°,, in den Niederschlag. der in Puffer gelost und dialysiert 
wird (7- bis 12fache Enzymanreicherung). Unter Beriicksichtigung be- 
simmter Volumen-Verhaltnisse wird die Enzymlésung mit sekundirem 
(alciumphosphat-Gel vermischt, das nach erfolgter Adsorption durch 
Zentrifugieren entfernt wird. Bei Wiederholung des Vorganges mit 
frischem Gel wird auch ein groBer Teil der im Uberstand gebliebenen 
Kynureninase adsorbiert, wahrend viel inaktives EiweiB in Losung 
ileibt. Die vollstaéndige Reinigung der Kynureninase gelingt durch 
iraktionierte Elutionen des zweiten Adsorbates mit Phosphatpuffer bei 
estgelegter Wasserstoffionenkonzentration unter gleichzeitiger Variation 


Tab. 1. Isolierung der Kynureninase aus Schweineleber. 





Xeinigungsstufe spezif. gesamte Ausbeute an | Anreicherung 
und Proteingehalt Aktivitat* | Aktivitat** | Enzym in °,, |des Enzymes 





Engymextrakt aus Ace- 
tontrockenpulver 
4,37 ¢ Protein. . . IR600) 
Uberstand nach der 
Hitzekoagulation 
WWi8g Protein... 298 17020 
Niedersehlag mit Am- 
moniumsulfat (Konz. 
44-52°.,) 1,131 g Protein 4685 
Fraktion 11 (aktivste 
Fraktion) 15,2 mg Pro- 
is | Sa 68,3 1038 











Py iny Anthranilsiiure pro mg Protein, 
spezif. Aktivitit x mg Protein. 
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der Pufferstirke. Von den so gewonnenen Fraktionen sii die Frak. 
tionen 1-9 frei von Kynureninase, wiihrend die Fraktionen 10—12 dy 
Ferment in unterschiedlicher Wirksamkeit enthalten. Am aktivsten jg 
meist die Fraktion Ll oder 12 mit 110—150facher Anreicherung de 
Fermentes bei verschiedenen Aufarbeitungen. Die aktiv-ie Fraktio 
wird dialysiert und lyophilisiert, da die gereinigte Kynureninase j; 
Losung sehr unbestandig ist. 

Aus | kg frischer Schweineleber werden 10 bis 15 mg reine Kyny. 
reninase gewonnen. Den Verlauf einer Aufarbeitung zeigt Tab. 1. 

Die Aktivitat der Kynureninase wurde durch quantitative 
fluorometrischen Nachweis der bei der Kynureninspaltung cntstehendey 
Anthranilsiure bestimmt. 


Die Einheitlichkeit der Kynureninase 


Die Reinheit des aktivsten Fermentpraparates wurde durch Elektro. 
phorese und Ultrazentrifugation gepriift. Vorversuche mit Papier. 
elektrophorese zeigten, daB das Protein in m/100-Phosphatpuffer vor 
pu 6.4 einheitlich zur Kathode wandert, wahrend in m/100-Phosphat. 
puffer von pu 7,8 die Wanderung einheitlich zur Anode erfolgt. Auch be 
der Elektrophorese in der Tiselius-Apparatur (in m/20-Phosphatpuffer 
von pu 7,8) verhielt sich das Enzym einheitlich, wie aus dem Elektro. 
phoresediagramm (Abb. 1) hervorgeht. 

Untersuchungen mit der analytischen Ultrazentrifuge fiihrten iy 
Prinzip zu demselben Ergebnis (vgl. Abb. 2). 


8 





nach 5 Min. 
nach ff Min. 
nach 17 Min. 





Abb. 1. Elektrophoresediagramm der Kynureni- 
nase (32 Min. nach Startbeginn aufgenommen; 
Proteinkonzentration 0,5%). 


Skalenstrichverschiebung inmm  —=— 


Abb. 2. Sedimentationsdiagramm des elektro- 
phoretisch einheitlichen Kynureninasepraparates. } 
Lésungsmittel: 0,01-m. Phosphatpuffer, px 7,4. 58 fi 
Proteinkonzentration 0,42°%,. Drehzahl: 45000  Abstand vom Drehzentrum 
U/min. (— 133000 g beim Abstand 5,9 cm vom ae 
Drehzentrum). S,, = 6,4 x 10-*® Abb. 2. 
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Ob es sich bei dem kleinen vorauseilenden Gradienten um ein 
\wregationsprodukt oder um eine Verunreinigung handelt, lieB sich 
is jetzt nicht mit Sicherheit entscheiden. Die Fermentaktivitat ist an 
on einheitlichen Hauptgradienten gebunden. 

Damit ist bewiesen, daB die Kynureninspaltung auf ein einziges 
Ferment zuriickzuftihren ist. Da keine weiteren Zusatzé notig: sind. 
wscheint es als sehr wahrscheinlich. daB die Losung der Kohlenstoff- 
hindung zwischen dem /- und y-Kohlenstoffatom der Seitenkette auf 
ivdrolytischem Wege erfolgt. Nach dem Vorschlag von Hoffmann- 
dstenhof!! erscheint es zweckmaBig. diesen neuen Enzym-Typus als 
(—C-Hydrolase™* zu bezeichnen. 


Der endgiltige Beweis fiir Pyvridoxalphosphat 
als Coferment der Kynureninase 
Vitamin B, wurde als Bestandteil der reinen Kynureninase in 
einem Hydrolysat des Ferment proteines mittels einer mikrobiologischen 
Methode nachgewiesen: | mg Ferment enthielt ungefahr 0.12 » Vitamin 
B, (vgl. Tab. 2). 


Tab. 2. Vitamin-B,-Bestimmung durch Wachstumstest mit Newrospora sitophila. 





a ? Dem Standard 
Mvecel-Trockengewicht 
. entsprechende 


Zusatze zur Nahrlésung in mg (Doppelbestim- 
mungen) Mengen 
ge isn : 
an Vit. B, in y 





keine 
(17 Pyridoxal-5-phosphat . . . L573 2,06 
0.2% Pyridoxal-5-phosphat . .. 3,46: 3,56 
4% Pyridoxal-5-phosphat . . . 6,82; 6,60 
(6 Pyridoxal-5-phosphat . .. 10,11; 9.88 
277mg hydrolys. Protein . . . 0,60; 0,62 0,035 
(554mg hvdrolys. Protein... 25; 1,09 0,07 
1.108 mg hydrolvs. Protein... 2,29; 1,98 0,14 








Der hier gefundene Pyridoxalgehalt der Kynureninase entspricht 
iher nicht dem wahren Gehalt an Coferment, weil bei der Enzym- 


lah. 3. Aktivitatssteigerung der gereinigten Kynureninase nach Zugabe von 
Pyridoxal-5-phosphat. 





Kynureninase- Akti- 
vitat in 7; Anthra- Steigerung der 

nilsiure Enzymaktivitat 

pro mg Protein 


Zugabe von 
Pyridoxal-5- 
phosphat 





keine 21,7 
Ly 59,3 2,7fach 
2» 59.1 2,7fach 


‘ 
{ 








: 0. Hoffmann-Ostenhof, Advances in Enzymol. 14, 219 [1953]; Enzy- 
nologie, Springer-Verlag Wien 1954, S. 353. 
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aufarbeitung. vor allem durch Dialysen und Adsorpi-onen, eid 
Pyridoxalphosphat abgetrennt wird. Zusatz von Pyridox '-5-phosphay 
zum gereinigten Ferment hat eine Aktivitétssteigerune zur Folg: 
(Tab. : 

Zusamme n mit fritheren Beobachtungen von Wiss*” (Aktivieny 
der dialysierten Kynureninase mit Pyridoxal-5-phosphat und Ver. 
ringerung der Enzymwirksamkeit bei Vitamin Bg-Mangelratten) jy 
somit endgiiltig bewiesen, daB Pyridoxal-5-phosphat das Coferment de 
Kynureninase darstellt. Pyridoxamin-5-phosphat ist unwirksam, 

Bisher ergaben sich keine Anhaltspunkte, ob die Kynureninase auge 
dem Pyridoxal-5-phosphat noch andere Cofaktoren, etwa Metallione 
fiir die Spaltung des Kynurenins benétigt. Jakoby und Bonner’ }y. 
richten zwar, das 2 «10-3 Mol// Magnesium-lonen die Wirksamkeit de 
von ihnen 70--l00fach gereinigten Kynureninase aus Newrospora crass 
hei jeder Reinigungsstufe um 15—45°,, erhéhten. Bei der Leber-Kynur. 


ninase konnte jedoch in mehrfachen Versuchen niemals eine Steigeruy 
der Enzymaktivitat durch Magnesium-Lonen beobachtet werden. 


findet hier vielmehr eine Hemmung der Wirksamkeit statt, die de 
Konzentration der Magnesium-lonen proportional ist (Tab. 4). 
Tab. 4. Beeinflussung der Kynureninase-Wirksamkeit durch Magnesium-Jonen j 


verschiedenen Konzentrationen (alle Ansatze waren mit 1 y Pyridoxal-5-phosphii 
aktiviert). 





| . 
| _Kynureninase-Ak- 


Konzentration der | tivitat in y Anthra- | Hemmung der 
Mg-lonen in Mol// | nilsiiure pro mg Wirksamkeit in‘ 
Protein 
ohne Mg 36,5 
IG- 30,4 
10-4 33,1 
i> 33,2 
1G-* 34,1 
1Q~% 35,5 
10 35,9 











Auch Caleium-, Mangan-, Kobalt- und Zink-Ionen, in denselbe 


Konzentrationen wie Magnesium gemessen, hatten keine Aktivitits 


steigerung zur Folge. 


Beschreibung der Versuche 


1. Methoden 


1. Ansatz der Testversuche: Bei Enzymlésungen geringer Aktivite! 
(z. B, Leberextrakte) wurde je 1 ml der Lésung vermischt mit 1 ml m/15-Phosphi' 
puffer von py 7,4, in dem 3,06 mg pt-Kynureninsulfat pro m/ gelést waren (m- on 
Endkonzentration des Substrates). Bei gereinigten Fermentpriparate n betrug dis 
Endvolumen der Testansatze jeweils 1 m/:0,5 m/l Fermentlésung wurden verset?! 
mit 0,4m/ Substratlésung (enthaltend 1,53 mg pi-Kynureninsulfat in 0,41 


* O. Wiss u. H. Thoelen, Helv. physiol. pharmacol. Acta 8, € 42 [195 
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\5-Phosphat puffer von py 7,4) und 0,1 ml einer frischen Lésung von Pyridoxal- 
sphat. Diese Lésung war so hergestellt, daB in O,) ml m/15-Phosphatpuffer 
pyridoxalphosphat vorhanden war (Endkonzentration des Substrates m 200), 
ikubationsbedingungen: 2 Stdn. bei 38°. 


5 pl 


2, Quantitative Bestimmung der Anthranilsaure 

a) Reayenzien: Zum EnteiweiBen erwies sich die Methode mit Zink- 
droxyd!3 am yeeignetsten. Benétigt werden: Zinksulfatlosung (25g ZnSO, » THO 
1250 ml 0,25-n. H,SO, auflésen und mit dest. Wasser auf 500 m/ auffiillen) und 
75-n. NaOH. Fir die Fluorescenzmessungen wird m/15-Phosphatpuffer von 
O gebraucht. Die genaue Kinstellung auf py 7,0 muB mittels einer Glaselektrode 


Reo der Messungen erfolgen. 

Die Konzentration der Zinksulfatlosung und Natronlauge ist so berechnet, 
80,5 ml Natronlauge aus | ml Zinksulfatlésung das Zink vollstandig als Hydroxyd 
vsfillen, Auf folgende Weise laBt sich tiberpriifen, ob die hergestellten Lésungen 
bereinstimmen: Liml Zinksulfatl6sung wird mit 3 4 m/l Wasser verdiinnt, mit 
ijml Natronlauge vermischt, der Zinkhydroxydniederschlay abfiltriert; das 
Filtrat soll ein po von 5-6 haben. | — 2 ml des Filtrates werden mit 3-5 ml des 
ugegebenen Puffers versetzt. Wenn hierbei keine Triibung durch ausfallendes 
Jinkphosphat entsteht, stimmen die Lésungen genau iiberein. Ist z. B. die Lauge 
mstark, so hat das Filtrat einen alkalischen py-Wert (das py kann in diesem Fal! 
durch den Puffer fiir die Fluorescenzmessung nicht mehr auf py 7,0 eingestellt 
werden); in diesem Fall mu8 etwas weniger Lauge verwendet werden. Ist umgekehrt 
die Lauge zu schwach, so fallt bei Zusatz des Puffers Zinkphosphat aus, das dic 
{luorometrische Bestimmung der Anthranilsdure stért: in diesem Fall muB etwas 
mehr Lauge zugegeben werden. 

b) Durchfiihrung der Bestimmungen: Nach Beendigung der Inku 
jationszeit werden 0,5 ml der Testlésungen in ein Zentrifugenglaschen pipettiert, 
indas vorher bereits 3 ml dest. Wasser und 1 m/ Zinksulfatlésung eingefiillt wurden. 
Die Enzymreaktion wird durch das saure py der Losung sofort unterbrochen. 
Nach Zugabe von 0,5 ml Natronlauge wird mit dem Zinkhydroxyd das Protein 
wusgefallt (wird zur Zinkhydroxydfallung etwas mehr oder weniger Natronlauge 
vendtigt, dann ist die Wassermenge entsprechend zu variieren, so daB das End- 
yolumen stets 5 ml betragt). 

Bei stark eiweiBhaltigen Enzymlésungen, vor allem bei Leberextrakten, 
missen 2ml_Zinksulfatlésung und die doppelte Menge Natronlauge zum Ent- 
eiweiBen verwendet werden. Dementsprechend wird weniger Wasser hinzugegeben, 
x0 daB auch hier das Endvolumen von 5 ml eingehalten wird. 

Der eiweiBhaltige Niederschlag des Zinkhydroxydes wird abzentrifugiert, 
von dem klaren Uberstand wird mittels einer Vollpipette 1 m/ in eine Quarzkiivette 
von 20mm Schichtdicke iibertragen und mit 4 m/l Phosphatpuffer von py 7,0 
vermischt. Die Messung der Fluorescenz erfolgt im Photometer ,,Eppendorf*. 

Zur Auswertung wird eine Standardkurve ermittelt, die unter den gleichen 
Bedingungen wie bei den Testlésungen anzulegen ist: es werden waBrige Losungen 
tehrmals umkristallisierter Anthranilsiure hergestellt, die pro ml 50-300 > 
\nthranilsiure enthalten. Von diesen Lésungen wird je 1 m/ entnommen und mit 
iml einer Kynureninlésung versetzt, deren Konzentration so gewahlt ist, daB 
wusammen mit der Anthranilséure sich eine Konzentration von m/200 ergibt. (Der 
Zusatz entsprechender Kynureninmengen ist notwendig, weil das Kynurenin die 
Fluorescenzmessung dadurch beeinfluBt, daB ein Teil der Ultraviolettstrahlung 
bsorbiert wird und deshalb fiir die Anregung der Anthranilsaurefluorescenz fehlt.) 
Je 0,5 ml (12,575 y Anthranilsiure) werden entnommen und wie bei den Test- 
vsungen mit Wasser, Zinksulfatlésung und Natronlauge versetzt (Endvolumen 
)ml), Das Zinkhydroxyd wird abzentrifugiert, vom Uberstand je 1 ml (2,515 » 
\nthranilsiure) mit 4 ml Phosphatpuffer vermischt und die Fluorescenz bestimmt. 


* M. Somogyi, J. biol. Chemistry 86, 655 [1930] (teilweise variiert). 
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3. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfcigte nach du 
Biuret Methode ™. ; 
Il. Die Lsolierung der Kynureninase 

1. Die Aufarbeitung: Das Acetontrockenpulver aus 1 kg frischer Schweiy, 
leber (250 g) wurde mit 3,751 kaltem m/15-Phosphatpuffer von 41 7,4 verily: 
und unter weiterem Riihren 15 Min. in der Kalte stehen gelassen. Der Extral: 
(30) wurde durch Zentrifugieren bei 0° von dem unléslichen Riickstand getreny; 

Von dem Extrakt wurden jeweils kleinere Mengen (ungefahr 200 ml) in eine 
Rundkolben unter intensivem Riihren und bei Kontrolle der Tem peratur in koche 
dem Wasser sehr schnell auf 65—66° erwarmt und dann 3 Min. unter weitere 
Riihren in einem Thermostaten bei 68° gehalten. Danach wurden die Extrak: 
mengen sofort abgekiihlt und vom denaturierten Protein durch Zeitrifugieren |y 
0° gereinigt (2,3--2,4/ Enzymlésung). 

Die Fermentlésung wurde mit Ammoniumsulfat zu 44°. gesattigt (ay 
100 mi Lésung — 25,34 g (NH,).SO,) und 20 Min. in der Kalte stehen gelasse 
Der Niederschlag wurde bei 0° abzentrifugiert und verworfen, Dic Konzentratio 
an Ammoniumsulfat des Uberstandes wurde auf 52°, erhoht (auf 100 m/ Lésung 
4,73 g (NH,),SO,). Nach 60 Min. wurde zentrifugiert, der Uberstand verworfy 
und der Niederschlag in 60—80 ml 0,01-m. Phosphatpuffer von p41 6,0 aufgelis 
Diese Fermentlésung. wurde gegen denselben Puffer 18—20 Stdn. unter mel 
maligem Wechseln der AuBenfliissigkeit in der Kalte dialysiert. Nach Bestimmuy; 
des Proteingehaltes der Enzymlésung wurde das Volumen der Lésung mit so vii 
0,01-m. Phosphatpuffer von py 6,0 verdiinnt, daB pro ml Endlésung 6 mg Protei 
enthalten waren (Endvolumen 250—300 ml). 

In die 0,6-proz. Proteinlésung wurde so viel sekundares Calciumphosphat-( 
(Darstellung s. Abschn. 2) eingerithrt, daB auf 12 ml Enzymldésung (72 mg Protei: 
1 m/l Adsorbens vorhanden war (20-25 ml Gel). Das Adsorptionsgemisch wurd 
30 Min. in einem Eisbad stehen gelassen, oftmals umgeriihrt und 5 Min, bei} 
zentrifugiert. Das Calciumphosphat wurde verworfen. Fiir die zweite Adsorptia 
wurde die 2,5fache Menge an Calciumphosphat-Gel unter denselben Bedingunge 
verwendet (50-62 m/). Der Uberstand wurde verworfen. 

Zum Eluieren des Adsorbates betrug die Puffermenge genau die Hilfte vo 
jenem Volumen, das die Enzymlésung vor Beginn der ersten Adsorption gehal’ 
hatte (also 125-150 m/ Puffer). Alle Elutionen wurden nach folgendem Prinz 
durchgefiihrt : 

Nach Zugabe des Puffers zum Adsorbat wurde das Elutionsgemisch 15 Mi 
bei 6fterem Umriihren im Eisbad stehen gelassen und dann zentrifugiert. }« 
Uberstand wurde zunachst aufgehoben, der Niederschlag des Calciumphosphate 
fiir die nachste Elution eingesetzt. Die ersten drei Elutionen (Fraktionen | 
erfolgten mit m/100-Phosphatpuffer von px 6,0, die Fraktionen 4—6 mit m/l\' 
.Phosphatpuffer, 7—9 mit m/80-Phosphatpuffer und 10—12 mit m/45-Phospha! 
puffer von po 7,0. Von den einzelnen Fraktionen wurde die Aktivitat bestimnt 
Die Fermentlésung der aktivsten Fraktion (11 oder 12) wurde gegen Wass 
dialysiert und lyophilisiert. Die Aufbewahrung des Priaparates erfolgte bei 1) 

2. Darstellung des sek. Caleiumphosphat-Gels (Modifikation ei 
von Tiselius!® angegebenen Methode): zu 500 ml einer 1-m. waBrigen Lésung vo 
krist. CaCl, (Merck 2080) wurden 21 einer 0,35-m. waBrigen Losung von * 
Natriumphosphat nach Sérensen (Merck 6580) langsam und unter standiger 
Rithren hinzugefiigt. Der Niederschlag wurde abgenutscht, mehrmals mit Was 
und anschlieBend mit 0,01-m. Phosphatpuffer von px 6,0 gewaschen. Das Caleiil 
phosphat wurde dann in 200 ml des Phosphatpuffers zu einem homogenen ( 


4T. E. Weichselbaum, Amer, J. clin. Pathol. (Techn, Sect.) 10, 40 [1¥! 
modifiz. nach H. Frank u. P. H. Koecher, D. Arch. klin. Med. 197, 181 [19 
15 A. Tiselius, Ark. Kemi 7, 443 [1954]. 
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verriirt und evtl. mit mehr Puffer verdiinnt, so daB aus einer 2-m/-MeBpipette 
wit einem Durchmesser der Spitze von ungefahr 1,5 mm bei gefiillter Pipette und 
spkrechter Haltung 1,5 ml des Gels austropften. 


Ill. Der mikrobiologische Vitamin- B,-Nachweis 

4,435 mg der reinen Kynureninase wurden in 3 ml I-x. HCl 2Stdn. lang im 
\ytoklaven bei 120° (2 at) hydrolysiert. (Die Standardlosung des reinen Pyridoxal- 
j-phosphates wurde den gleichen Bedingungen ausgesetzt.) Das Hydrolysat wurde 
yantitativ in einen kleinen MeBzylinder gegossen, mittels einer Mikroelektrode 
a pu-Meters mit I-n. NaOH auf pH 4,6 (pu-Wert der Nahrlosung fiir Neurospora 
sitophila) eingestellt und dann mit Wasser auf ein Volumen von 12 mi gebracht 
(369 mg hydrolysiertes Protein pro ml). Von dem Hydrolysat wurden fiir den 
Wachstumstest je zweimal 0,75 ml, 1,5 ml und 3 ml eingesetzt. 

Fiir den mikrobiologischen Test auf Vitamin B, wurde Neurospora sitophila 
Stamm Nr. 9276 der American Type Culture Collection) verwendet. Die Durch- 
fihrung erfolgte genau nach Vorschrift?®. Nach siebentagiger Inkubation der 
Versuchsansatze bei 30° wurde das Mycel getrocknet und sein Trockengewicht 
ermittelt (s. Tab. 2). 


Herrn Prof. Dr. Butenandt danken wir herzlich fiir sein wohlwollendes 
Interesse. Fiir die Durchfiihrung der Versuche mit Elektrophorese und Ultra- 
ventrifuge im Max-Planck-Institut fiir Virusforschung, Tiibingen, sind wir Herrn 
Prof. Dr. Schramm zu Dank verpflichtet. Die Arbeit wurde durch Mittel der 
Emil-Barell-Stiftung gefordert. 


Zusammenfassung 


. Es wurde eine Methode zur Reindarsteflung der Kynureninase aus 
Schweineleber ausgearbeitet. Durch Anwendung von Hitzekoagu- 
_lation, Salzfallungen, Adsorptionen und Elutionen lief sich das 
Enzym 150fach anreichern. 

2, Das aktivste Praparat erwies sich elektrophoretisch als einheitlich. 
Auch das Verhalten in der Ultrazentrifuge laBt auf Ejinheitlichkeit 
schlieBen. 


3. Es wird damit bewiesen, da die Kohlenstoffbindung zwischen dem 
p- und y-Kohlenstoffatom des Kynurenins durch die Kynureninase 
hydrolytisch gespalten wird. 

. Vitamin B, wurde als Bestandteil der Kynureninase in einem Hydro- 
lysat nachgewiesen ; zusammen mit fritheren Beobachtungen — Akti- 
vierung des Enzymes mit Pyridoxal-5-phosphat — ist bewiesen, dal 
Pyridoxalphosphat das Coferment der Kynureninase darstellt. 

Fir weitere Cofaktoren der Kynureninase ergaben sich bisher keine 
Anhaltspunkte. Magnesium-, Calcium-, Mangan-, Kobalt- und Zink- 
lonen aktivieren nicht. 


. ~ J.L.Stokes, A. Larsen, C.R.Woodward u. J. W. Foster, J. biol. 
_jemistry 150, 17 [1943], modifiz. nach E.C. Barton-Wright, Analyst 70, 283 
1945]; refer. nach Mitt. Gebiete Lebensmittelunters. Hyg. 41, 236 [1950]. 
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Summary 


\ method has been developed for the preparation of jure kyny 
ninase from porcine liver. The enzyme was enriched {50 times 
means of heat coagulation, precipitation with salts, ad-orption a 
elution , 
The most active preparation was found to be electrophoretica 


homogeneous. The behaviour of the preparation in the uliracentrifiy 


also indicated homogeneity. 
It is thus shown that the carbon linkage between the p- and y-carh) 
atoms of kynurenine is cleaved hydrolytically by kynureninase, 


Vitamin B, was detected as a constituent of a kynureninase hydro 
sate. This fact, together with the previous observation that t! 
enzyme is activated by pyridoxal-5-phosphate, proves that pyrid. 
oxal phosphate is the coenzyme of kvnureninase. 

There is no indication of further cofactors of kynureninase. Magnesiw 
calcium, manganese, cobalt and zine ions have no activating effec 
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: Die praparative Trennung von Acylpyruvase 
retica und Kynureninase 
ntrifw 
Von 
carb Oswald Wiss und Fritz Weber 
se, jus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie und dem Physiologisch-Chemischen Institut 
; der Universitat Tubingen 
dro! 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Februar 1956) 
hat | 
D pyrid. ‘ . 1 Qj - : - 
PI Bei der enzymatischen Spaltung von 3.5-Diketo-capronsiure — 
wn Breusch und Ulosy?! zum ersten Male beschrieben — handelt es 
Hesvull HM <i) nach den Untersuchungen von Witter und Stotz? sowie Meister? 


; effec: IM cine auch unter anaeroben Bedingungen erfolgende, also hydroly- 
tische Aufspaltung, wobei Acetessigsdiure und Essigsaure in aquivalenter 
Menge entstehen: 


(H,-CO-CH,-CO-CH,-COJH | '"°-- CHy-CO,H — CHy-CO-CH,-CO,H 


Das fiir die Spaltung verantwortliche Ferment (..Triacetic acid- 
Hydrolase’) konnte von Connors und Stotz# aus Rinderleber hundert- 


tach gereinigt werden. Es spaltet auch 2.4-Diketo-capronséure und ist 
wit sehr groBer Wahrscheinlichkeit mit der von Meister und Green- 
stein’ beschriebenen Acylpyruvase identisch*4, die 2.4-Diketo-fett- 
suren (bis zur 2.4-Diketo-undecylsaiure) in Fettsiure und Brenz- 


traubensdure spaltet : 
a) 
R-CO-CH,-CO:CO,H > Re CO,H CH,:CO-CO,H 


Auch die Acylpyruvase ist unter anaeroben Bedingungen wirksam, 
» dab ebenfalls eine hydrolytische Spaltung der 2.4-Diketo-fettsaduren 
ugenommen werden muB. Das natiirliche Substrat der Acylpyruvase 
Inacetic acid-Hydrolase) diirfte die aus Homogentisinsiure entste- 
inde 4-Fumaryl-acetessigsiure sein®. 

Dem Wirkungsmechanismus zufolge handelt es sich also bei der 
\ylpyruvase —— genauso wie bei der Kynureninase? — um eine ..C—C- 


‘FLL. Breusch u. E, Ulosy, Arch. Biochemistry 14, 183 [1947]. 
*R.F.Witter u. E.Stotz, J. biol. Chemistry 176, 501 [1948]. 

: A, Meister, J. biol. Chemistry 178, 577 [1949]. 

'W.M. Connors u. E. Stotz, J. biol. Chemistry 178, 881 [1949]. 

: A. Meister u. J. P. Greenstein, J. biol. Chemistry 175, 573 [1948]. 
"RG. Ravdin u. D1. Crandall, J. biol. Chemistry 189, 137 [1951]. 
‘O. Wiss u. F. Weber, diese Z. 304, 232 [1956], vorstehend. 
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Hydrolase’. Die vorliegenden Untersuchungen befaBten ich daher y) 


der Frage, ob cine Abhangigkeit zwischen Acylpyruvase- tind Kynyp 
ninase-Wirksamkeit besteht. 


Die Abtrennung der Acylpyruvase von der Ky:ureniras 


In der vorhergehenden Arbeit? wurde die Reindarstellung dy 
Kynureninase beschrieben. Die Wahl des Verfahrens richtcte sich nic; 
nur nach der Anreicherung, sondern auch nach der Abtrennung de 


Acylpyruvase. 
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<__Acylpyruvase 


Enzymextrakt | NiederschlagC Enzymextrakt | Niederschlag C 
Uberstand A Uberstand A 
Reinigungsstufen —=— Reinigungsstufen —=— 








Anreicherung und Ausbeute von Kynureninase und Acylpyruvase bei Hitu. 


koagulation: ,,Uberstand A‘* und Ammoniumsulfatfallung (konz. 44—52! 
,»,Niederschlag C™. 


Eine erste befriedigende Trennung der beiden im Enzymextrak' 
aus Acetontrockenpulver von frischer Schweineleber gelésten Enzyny 
velang durch 3 Min. dauernde Hitzekoagulation bei 68°. Die Kynur 
ninase bleibt in 3- bis 5-facher Anreicherung bei einer Ausbeute vw 
‘ungefahr 90°,, in Loésung, wihrend die Acylpyruvase nur noch mit eine 
Ausbeute von 10°, und ohne Anreicherung in der Enzymilésung vor 
handen ist. Bei den anschlieBenden Ammoniumsulfatfallungen ist 1 
Proteinniederschlag zwischen 44 und 52°,, Salzsattigung die Kynur 
ninase etwa 10-fach angereichert (Ausb. 25°,,), waihrend von der Ac\' 
pyruvase nur noch 1—2°,, vorhanden sind (vgl. die Abb.). 

Kine vollstindige Trennung der beiden Fermente ist durch At 
sorption an sekundires Calciumphosphat-Gel und anschlieBende frak: 
tionierte Elutionen mit Phosphatpuffer unter Variation der Was’ 


* O. Hoffmann-Ostenhof, Enzymologie, Springer-Verlag, Wien |" 
S. 353. 
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offionenkonzentration und Pufferstarke gelungen. Die Adsorptions- 
vdingungen konnten so gewahlt werden, daB die Kynureninase schneller 
nd fester an die Adsorbensoberflache gebunden wird als die Acyl- 
yyruvase, SO daB diese tiberwiegend in Lésung bleibt. Die zum Teil 
usorbierte Acylpyruvase laBt sich infolge der relativ lockeren Bindung 
das Calciumphosphat eluieren, bevor die Kynurenirnase abgelost 


vind (Tab. 1). 


1, Acylpyruvase- und Kynureninase-Wirksamkeit der Elutionsfraktionen 

tle it date n: Fraktionen 1—3 mit m/100- Phosphatpuffer von py 6,0; 

6 mit m/100-Puffer, pH 7,0; 7—9 mit m/80-Puffer, py 7,0; 10—12 mit m/45- 
Puffer, px 7,0). 





12 


Fraktion Nr. . 

speaif. Aktivitat der Ac y py ru- 

vase in y Brenztraubensdure 
y Protein ; 

Spal Aktivitat der Kynure- 
ninase in Anthranilsaure pro 

ig 1 Protein cee 


276 266 93 54 66 25 10 


40,9 68,3 59,3 





Damit ist gezeigt, daB Acylpyruvase und Kynureninase vollig 
wabhangig voneinander wirksam sind. 

Die Aktivitat der Acylpyruvase wurde durch quantitativen Nach- 
vis der bei der Spaltung von Acetyl-brenztraubensadure entstehenden 
Brenztraubensiure getestet. 


Ist Vitamin B, ein Cofaktor der Acylpyruvase / 

Das Coferment der Acylpyruvase ist bis jetzt noch unbekannt. 
Nach Connors und Stotz? verliert das gereinigte Ferment durch 
Dialysieren -gegen Wasser oder Puffer durchschnittlich 50°. seiner 
Wirksamkeit. Das laBt vermuten, dafB eine niedrigmolekulare prosthe- 
tische Gruppe durch die Dialyse von dem Fermentprotein abgetrennt 
vird. Metallionen, Phosphationen, Diphosphopyridinnucleotid und 
Adenosintriphosphat konnten die Autoren als Cofaktoren ausschlieBen. 

Wegen der gleichartigen, hydrolytischen Spaltung einer C—C- 
Bindung, die Kynureninase und Acylpyruvase katalysieren. ergab sich 
lie Frage, ob das Vitamin B, auch fiir die Acylpyruvase das Coferment 
st. Es wire denkbar gewesen, daB Pyridoxaminphosphat als Coenzym 
ler Acylpyruvase mit der 1-Ketogruppe von 2.4-Diketo-fettsduren — bei 
3)-Diketo-fettsiiuren mit der £-Ketogruppe — primar eine Schiffsche 
Base bildete, wie man eine solche Bindung zwischen Pyridoxalphosphat 
der Kynureninase und a-Aminogruppe des Kynurenins annimmt®. Der 
‘paltungsmechanismus ware dann bei beiden Enzymen derselbe. 

_ Die Untersuchungen ergaben, daB Vitamin B, fiir die Acylpyruvase 
seinerlei Coferment-Eigenschaften besitzt. Gereinigte und durch Dialyse 


* 0. Wiss, Z. Naturforsch. 7b, 133 {1952}. 





244 Oswald Wiss und Fritz Weber, Bd. 304 (1454 


inaktivierte Acylpyruvase? lieB sich weder durch Pyridoxamiy;, 
phosphat noch durch Pyridoxal-5-phosphat reaktivieren (vgl. Tabeljé 
2 und 3). 

Tab. 2. Wirksamkeit der gereinigten, dialysierten Acylpyruvase ohne«ung yi 


Zusatz von Pyridoxamin-5-phosphat. (Spezif. Enzymaktivitaét vor Beginn dy 
Dialyse 668 y Brenztraubensiure/mg Protein.) 





Pyridoxamin-5-phosphat iny .......... 
Spezif. Aktivitit in y Brenztraubensdure/mg Protein | 255 


Tab. 3. Wirksamkeit der gereinigten, dialysierten Acylpyruvase 
ohne und mit Zusatz von Pyridoxal-5-phosphat. 





Pyridoxal-5-phosphat in 3 a eee eee — 2 
Spezif. Aktivitat in y Brenztraubensdiure/mg Protein. 230,1 D3: N15 


Auberdem erwies sich bei Vitamin B,-Mangelratten die Acyl. 
pyruvase genauso wirksam wie bei Normalratten, wahrend als Kon. 
trolle dazu die Kynureninase-Aktivitat bei den Mangelratten um 45 
verringert war (Tab. 4). 

Tab. 4. Vergleich von Kynureninase- und Acylpyruvase-Wirksamkeit in Leber. 
extrakten von je 4 Vitamin B,-Mangelratten und normalen Ratten. 





Spezif. Aktivitat der 
K ynureninase Acylpyruvase 
in y Anthranilsiure/mg Protein in y Brenztraubensaure/mg Protein 
bei normalen bei Vitamin B,- bei normalen - bei Vitamin B,- 
Ratten Mangelratten Ratten Mangelratten 





2,32 L; 
2,14 J 41,4 51,2 
1,1é 44,1 49,1 
1,31 47,6 50,8 


( 42,2 40,2 
299 ; 


“9— , 


3 
2 
l 
3 


997 


mye | > 








Mittelwerte Mittelwerte 
1,248 43,83 | 47,8 








Beschreibung der Versuche 
I. Methoden 

1. Acylpyruvase-Test 

a) Ansatz der Testversuche: Aus verd. Leberextrakten (Proteingebali 
etwa 5—6 mg/ml) oder verd, Loésungen der gereinigten Acylpyruvase (Protei! 
gehalt etwa | mg/ml) wurde jeweils 1 ml entnommen und vermischt mit 1 
Substratlésung, enthaltend 1,74 mg Dinatriumsalz der Acetylbrenztraubensitr 
(Darstellung siehe Abschn.c) in 1 ml m/15-Phosphatpuffer von px 7,4 (En 
konzentration des Substrates m/200). Inkubationsbedingungen: 30 Min, bei 3! 

Bei Leberextrakten wurden parallel Ansitze als Leerwerte mitgefiihrt, 
an Stelle der Substratlésung mit 1 ml Phosphatpuffer vermischt waren, um dari: 
den Brenztraubensiure-Gehalt der Extrakte zu ermitteln. 
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b) Quantitative Bestimmung der Brenztraubensaure: Von den 
wtlisungen wurde nach Beendigung der Inkubation je 0,1 m/ entnommen und 
ot 4,9ml 10-proz. Trichloressigsiurelésung vermischt. Die Niederschlage des 
wyaturierten Proteins wurden abzentrifugiert und aus den Uberstanden die 
denztraubensiure als Dinitrophenylhydrazon nach der Methode von Friedemann 
vd Haugen!” bestimmt. Die Extraktion des gebildeten Hydrazons aus der 
yigrigen Reaktionsmischung erfolgte mit Benzol. , 

Da die Acetylbrenztraubensaure bei der Bestimmungsmethode auch ein 
)initrophenylhydrazon liefert, wurde die zur Auswertung dienende Eichkurve wie 
jit angelegt: Aus einer Lésung von 1,74 mg Dinatriumsalz der Acetyl-brenz- 
‘aubensiure in 2 ml wurde wie bei den Testansiatzen 0,1 m/ entnommen und ent- 
rechend aufgearbeitet. Es ergab sich (im Photometer ,,Eppendorf* bei 546 my) 
on mittlerer Extinktionswert von 0,044 (= Extinktionswert, wenn in den Test- 
singen das Substrat iiberhaupt nicht angegriffen, also keine Brenztraubensaure 
wbildet wurde). Ware umgekehrt die eingesetzte Acetyl-brenztraubensaure voll- 
tindig in Essig- und Brenztraubenséure gespalten worden, so miiBten in 2 m/ 
vr Testlisung 880 y, fiir die photometrische Auswertung in 0,1] m/l also 44 y 
brenztraubensiure vorhanden sein. Diese 44 » hatten eine Extinktion von 0,980. 
4uf Grund dieser beiden Grenzwerte wurde, nachdem zuerst die normale Eichkurve 
fir Brenztraubensaure angelegt worden war, eine neue Gerade eingezeichnet, die 
aif der Ordinate im Extinktionspunkt von 0,044 ihren Anfang hat und sich mit 
lr Eichkurve der Brenztraubensaure in dem Punkt bei 44 7 und Extinktion 0,980 
wineidet. Durch diese Gerade ist fiir jeden Extinktionswert der Brenztraubensaure 
lrjenige zusitzliche Betrag festgelegt, um den die Extinktion durch die noch 
vorhandene Acetylbrenztraubensdure erhéht wird. Ein Ablesen der absoluten 
Menge an Brenztraubenséure in Gegenwart von Acetylbrenztraubensaure ist 
durch méglich. 

c) Darstellung des Dinatriumsalzes der Acetylbrenztrauben- 
siure: Nach Darstellung des Acetylbrenztraubensiure-athylesters!! wurde der 
iter mit Ather extrahiert und durch Destillation im Vak. gereinigt!2. Nach Ver- 
vifung des Esters mit Natronlauge (2 Moll. auf 1 Mol. Ester) wurde das Di- 
utriumsalz durch Zugabe einer groBen Menge Alkohols ausgefallt®, mit Alkohol 
ind Ather gewaschen und im Vak. getrocknet. 

2, Der Kynureninase-Test wurde in der vorhergehenden Arbeit’ be- 
whrieben, 

3. Bestimmung der Proteinkonzentration 

Die Kiwei8mengen wurden nach der Biuret-Methode'® bestimmt. 

ll. Praparative Trennung von Acylpyruvase und Kynureninase 

Die Durchfiihrung der praparativen Trennung beider Fermente ist mit der 
lolierungsmethodik der Kynureninase identisch’. 


III. Versuche mit Vitamin B, 

Fir die Versuche zur Reaktivierung der Acylpyruvase mit Pyridoxal- und 
ae pee : + c ¥ ‘ ‘ 
'\rdoxamin-phosphat wurde das Enzym nach der von Connors und Stotz! 
angegebenen Methode gereinigt und 7 Tage gegen dest. Wasser bei 23° dialysiert. 
das Wasser wurde zweimal taglich gewechselt. Nach Beendigung der Dialyse wurde 
ie Fermentlésung von ausgefallenem Eiweif8 durch Filtrieren gereinigt und lyo- 
jhilisiert. Pro Testversuch wurde 1 mg Trockenpulver eingesetzt. 

Herrn Prof. Dr. Butenandt danken wir herzlich fiir sein wohlwollendes 
Interesse, Die Arbeit wurde durch Mittel der Emil-Barell-Stiftung geférdert. 


" T.E. Friedemann u. G. E. Haugen, J. biol. Chemistry 147, 415 [1943]. 

''L.Claisen u. N. Stylos, Ber. dtsch. chem. Ges. 20, 2188 [1887 |. 

" F.L. Breusch u. H. Keskin, Enzymologia [Den Haag] 11, 356 [1945]. 

'’ TE. Weichselbaum, Amer. J. clin, Pathol. (Techn, Sect.) 10, 40 [1946], 
nodifiz, nach H, Frank u, P. H. Koecher, Dtsch. Arch, klin, Med. 197, 181 [1950]. 
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Zusammenfassung 
1. Vergleichende Untersuchungen tiber die Acylpyruvat- tod Kynureniy 
Spaltung haben ergeben, daB zwei voneinander verschicdene Enzyy 
dafiir verantwortlich sind. Die Fermente k6énnen_ jpriparativ ¢. 


trennt werden. 
Auch die Spaltungsmechanismen der beiden Enzyme sind verschiede; 


Vitamin B,. das Coferment der Kynureninase, erwics sich zur Ab. 


tivierung der Acylpyruvase als unwirksam. 


Summary 
Comparative investigations of the cleavage of acylpyruvate ay 
kynurenine have shown that two different enzymes are responsibj 
The enzymes can be separated by a preparative method. 
» The two enzymes show different cleavage mechanisms. Vitamin B, 
the coenzyme of kynureninase, does not activate acylpyruvase, 
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Fettlbsliche Vitamine und Atherosklerose 
Von 
Giinther Weitzel, Harald Schén, Friedrich Gey und Eckhart Buddecke 


tye der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft 
Gottingen und dem Physiologisch-Chemischen Institut der Justus-Liebig-Hochschule GieBen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Marz 1956) 


Pathologische Fettansammlungen in den GefaBwanden bilden das 
kennzeichnende Merkmal atherosklerotischer Verainderungen. Die Ent- 
tehungsursachen derartiger Fettablagerungen sind nicht sicher bekannt ; 
wan kann die primare Schadigung z. B. in einer fehlerhaften Zusammen- 
vtzung der Blutlipide suchen, wodurch sich Beziehungen zum Leber - 
stoffwechsel ergeben. Man kann die primaren Ursachen der Atherom- 
hildung aber auch in Stérungen des Eigenstoffwechsels der Gefab- 
wand vermuten. Nimmt man das letztere an, so erhebt sich die Frage, ob 
die Entstehung atheromatéser Fettablagerungen mit einem nicht aus- 
reichenden Wirkstoffgehalt der GeféBwande verkniipft sein kann. 
Denn als Folge des dauernden Fettangebotes aus dem Blut kénnte der 
in der GefiBwand immerfort ablaufende Fettumsatz im Laufe der Zeit 
arveiner Ersch6pfung der Wirkstoffreserven der GefaBwande fiihren. 
Eine solche .,Wirkstoffmangel-Hypothese” der Atherosklerose 
wirde durch die Auffindung von Wirkstoffen gestiitzt werden, welche 
ander GefaBwand selbst anti-atherosklerotische Effekte ausiiben. 
dh. welche die atheromatésen Fettablagerungen wieder zu entfernen 
vermogen. 

In vorangehenden Arbeiten!? untersuchten wir die Grenzflachen- 
eyenschaften von Phytyl-Verbindungen und von Vitaminen, die zum 
Phytol enge strukturelle Beziehungen besitzen (A, E. K). Dabei zeigte 
‘ich, daB Vitamin A und seine physiologisch wirksamen Derivate! sowie 
die Verbindungen der Vitamin-E-Gruppe2 hohe Grenzflachen- 
aktivitat besitzen, wiahrend die Grenzflaicheneigenschaften von 
Vitamin K, (1-Phyllochinon)? etwas weniger stark ausgepragt sind. 
Daraus ergeben sich neue Gesichtspunkte fiir das Verstandnis des 
hiologischen Verhaltens dieser Vitamine, deren Grenzflacheneigen- 
vhaften bisher in der Vitaminforschung kaum beachtet wurden. Auf 
iydratisierten Grenzflachen, z. B. auch auf EiweiBstrukturen im lebenden 
tewebe, bilden diese Vitamine spontan stabile monomolekulare Filme. 
Veitzel, A.-M. Fretzdorff u. S. Heller, diese Z. 290, 32 [1952]. 
Veitzel, A.-M. Fretzdorff u. 8. Heller, diese Z. 303, 14 [1956]. 


1G.) 
7G.) 
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Vitamin A hat bekanatlich zu ausgesprochenen Grenz ichenorgan 
wie Haut. verschiedenen Schleimhauten, Netzhaut usw. schr enge Be. 
ziehungen, und Vitamin E strebt, wie man aus unseren | l:nmessunger 
schlieBen kann, zu den gleichen Grenzflachen, an denen auch Vitamin 4 
lokalisiert ist. So werden z. B. auch im Serum diese beiden Vitamin 
von den gleichen Lipoproteiden transportiert?. 

Da nun die Intima der BlutgefaBe als eine hydra isierte Grey. 
fliiche an der Phasengrenze fest/fliissig anzusehen ist und cic fettlésliche 
Vitamine, assoziiert an die Serumproteine, der Intima fortlaufend ay. 
geboten werden, ist damit zu rechnen, daB Wirkstoffe dieser Art al. 
monomolekulare Filme an die Intima angelagert werden und dann j 
den Stoffwechsel der GefaiBwand eingehen. Auf Grund dieser Uber. 
legungen stellten wir die Frage, ob die Vitamine A, E und K, Stoff. 
wechselanomalien der GefiBwand, wie z. B. die atheromatis 
Verfettung, beeinflussen und gegebenenfalls als anti. 
atherosklerotische Wirkstoffe fungieren kénnen. 

Zur Priifung dieser Frage wahlten wir als Versuchstiere alt: 
drei- bis vierjihrige Hennen, welche eine spontane Atheroskleros 
aufweisen. Aus iilteren Untersuchungen war bekannt, dal} verschieden 
Vogelarten zu spontaner Arteriosklerose neigen; die Eignung alte 
Hennen als arteriosklerotische Versuchstiere wurde vor allem voi 
Deborah Dauber? erkannt. Dauber und Katz® untersuchten di 
experimentell erzeugte und die spontane Atherosklerose bei Kiicken und 
iilteren Hiihnern und wiesen auf die Vorteile dieser Versuchstiere gegen. 
iiber den cholesteringefiitterten Kaninchen hin. Unseren Erfahrunge 
nach eignen sich alte Hennen besser als cholesteringefiitterte Kiicke 
(welche wir z. B. bei der Priifung von Vitamin K, benutzten), da be 
diesen die Atherosklerose durch massive Cholesterin-Zufuhr gegen de 
Widerstand der an sich gesunden GefaéBwand erst erzwungen werde: 
muB. Dagegen zeigen die Hennen eine im Laufe ihres 2. und 8. Leben: 
jahres nach und nach entstehende Atherosklerose, so daf} man die Tier 
im Versuch bei gew6hnlichem Futter ohne Cholesterinzusatz halten kan 


Vor kurzem berichteten wir® in einer vorlaufigen, summarische! 
Mitteilung iiber unsere 1953 und 1954 in Géttingen erhaltenen Engel: 
nisse mit fettléslichen Vitaminen bei tierexperimenteller Atherosklerox 
Nachdem nun die Ergebnisse unserer im Jahre 1955 in GieBen for'- 
gefiihrten Untersuchungen vorliegen, bringen wir nachstehend eit 
ausfiithrliche Zusammenstellung der in den drei Versuchsjahren 
hobenen Befunde zur anti-atherosklerotischen Wirkung der Vitami 
A, E und K,. 


* J. Oncley u. F. Gurd, Blood Cells and Plasma Proteins 1958, 337, 8.5.35 
l. ¢. 36S. R. Ames. 

4 —D. Dauber. Arch. Pathology 88, 46 [1944]. 

> D. Dauber u. L. N. Katz, Arch. Pathology 34, 937 [1942]; 36, 473 [1M 

° G. Weitzel, H. Schén u. F. Gey, Klin. Wschr. 33, 772 [1955]. 
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Ba. BOF (1956 Fettlésliche Vitamine und Atherosklerose 


Versuchsergebnisse 
Vorbemerkungen zur Methodik 


Die einzelnen experimentellen Daten finden sich unten im Abschnitt 
Beschreibung der Versuche‘‘. Unsere Versuchsanordnung umfaBt die 
jylvenden Schritte: An Gruppen von je 10 alten Hennen verabreicht 
man 3—4 Monate lang hohe Dosen der betreffenden Vitamine. Zum 
Vergleich dient eine gleichzeitig unter denselben Bedingungen gehaltenc 
Kontrollgruppe. die nur das Grundfutter erhalt. Nach Versuchsende 
heurteilt man die sauber praparierte Aorta makroskopisch mit Hilfe 
eines Punktsystems (0 bis 6 Kreuze pro Aorta) nach Zahl und Aus- 
dehnung der gelben Fett-Plaques. Diese treten bei alten Hiihnern 
in betrichtlichem MaBe auf, befallen die Intima und Media und sind in 
der gesamten Aorta, im Herzen und in den groBen Arterien zu finden: 
Jede einzelne Aorta wird in folgender Weise fettchemisch auf- 
gearbeitet: Extraktion der Gesamtlipide nach Bestimmung des Frisch- 
vewichtes der Aorta, getrennte Bestimmung des freien und veresterten 
(holesterins sowie der Phosphatide im Aortenfett, Bezugnahme der 
Lipidfraktionen auf das Gesamtfett der Aorta sowie auf das Frisch- und 
Trockengewicht. AuBerdem bestimmen wir in der Leber jedes Tieres 
den Gehalt an Gesamtfett, an freiem und verestertem Cholesterin 
und an Phosphatiden. Fortlaufende Analysen der Serumlipide 
wihrend der Versuchszeit sind aus experimentellen Griinden bei diesen 
Hithnern mit Schwierigkeiten verbunden; wir beschranken uns auf die 
Analysen (Gesamtfett, Cholesterin, Phosphatide) des bei Versuchsende 
gewonnenen Serums. Auf Grund der mehr als 500 bisher von uns unter- 
suchten Hennen erweisen sich zur Beurteilung des atheromatésen Zu- 
standes der Aorta die folgenden Versuchsdaten als die wichtigsten: Der 
makroskopisch sicht bare Befall (ausgedriickt in ..Kreuzen pro Tier’). 
der Gesamtfett-Gehalt und der Cholesterin-Gehalt (frei und 
verestert) des frischen Aortengewebes. 


Kontrollgruppen und Hiihnerrassen 


Stark ausyepriigten atheromatésen Befall stellten wir mit groBer 
tegelmaBigkeit bei 3—4jahrigen Hennen der rebhuhnfarbenen Ita- 
lienerrasse fest, die wir daher fast ausschlieBlich fiir unsere Untersu- 
chungen benutzten. Von jeweils 60 gleichaltrigen und von derselben 
Farm stammenden Hennen dienten stets 10 Tiere als Kontrollgruppe. 
welche nur das Grundfutter erhielt. Die Kontrollgruppen der verschie- 
denen Versuchsjahre verhielten sich im atheromatésen Befall nicht 
sanz gleichmaBig; dagegen zeigte das Gesamtkollektiv ein- und des- 
‘elhen Jahres stets weitgehende Ubereinstimmung. Man darf daher 
aur Beurteilung von Versuchsergebnissen nur die dazugehérende Kon- 
trollgruppe des gleichen Versuchszeitraumes heranziehen. 
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Eine Vergleichsgruppe der weiben Leghornrasse {0 drei. | 


vierjahrige Hennen. siehe Versuchsteil) wies einen wesent veringen 


atheron atoser Be fall aut als die gleichaltricen rebhu! benen Ita 
liener. Nur ein Leghorn-Huhn besaB eine ausgepragte A: .croskleros 
die anderen 9 zeigten keinen oder nur sehr schwachen B Auch fe 
Cholesterin-Gehalt des Aortenfettes bzw. der Aortenwand ar bei di 
weiBen Leghorn- zumeist deutlich geringer als bei den Italicner-Henne, 
Das eine. stark befallene Leghorn-Huhn jedoch lag im Chole-terin-Geha} 
des Aortengesamtfettes mit 7°,, freiem und 4.4°., verestertem Chok 
sterin weit iiber den entsprechenden Werten der anderen % Leghorns 


welche im Mittel 3.8°., freies und 1.3°,, Ester-Cholesterin aufwiesen, f. 


laBt sich jedoch daraus nicht schlieBen, daB die beobachteten Unter 


schiede zwischen Italiener- und Leghorn-Hennen konstitutionell be. 
dingt seien. Sie k6nnen auch milieubedingt. z. B. die Folge verschieder. 


artiger Ernahrung sein, da die beiden Hiihnerrassen von verschiedene; 
Farmen stammten. 

Um die Vergleichsmoéglichkeiten gegentiber den alten Hennen 2 
erweitern, untersuchten wir auch 10 einjahrige rebhuhntarbene Ita. 


liener-Hennen. Keine einzige dieser Junghennen lieB bei makrosko. 


pischer Beurteilung Anzeichen atherosklerotischer Gefa{wandlasione 


erkennen, die Aorten-Intima war spiegelnd glatt mit regularem Faser. 
verlauf und zart rosa-weiblicher Ténung — ein eindrucksvoller Unter. 
schied gegeniiber den Aorten der alten Hennen! Die Hohe des Cho- 
lesterin-Anteils im Aortenfett dieser Junghennen ist von grundsitz. 


lichem Interesse: Bei etwa der Halfte der Tiere war in der Aorta » 
wenig Cholesterin enthalten, daB die Erfassungsgrenze der Methode nicht 


erreicht wurde; bei den anderen lagen die Cholesterin: Werte um mehr al 


eine Zehnerpotenz tiefer als bei alteren Hennen. 


Versuchsergebnisse nach Fiitterung von Vitamin K, 
(1-Phyllochinon) 


In der Literatur konnten wir keine Angaben iiber tierexperimet- 
‘elle Priifungen von Vitamin K bei Atherosklerose finden. Wir vera: 
reichten 10 alten Hennen 109 Tage lang 30 mg Vitamin K, pro Ty 
und Tier. Der aiuBerlich sichtbare atheromatése Befall der Aorten wurt 
dadurch im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht vermindert. eher no? 
etwas verstirkt. Die fettchemische Aufarbeitung der Aorten erbracht’ 
jedoch keine Anhaltspunkte fiir eine Verstaérkung der Atheroskleros 
durch Vitamin K,, denn die Werte fiir den Gesamtfett-Gehalt der Aort 
sowie fiir freies und verestertes Cholesterin waren denjenigen der dazu 
gehorenden Kontrollgruppe sehr ahnlich. 

Die Lipidanalysen der Leber nach Fiitterung von Vitamin K, 
gaben bei den alten Hennen einen auffallend hohen Durchschnittswer 
von 11,7°,, Gesamtfett in der Frischleber (Kontrollgruppe 6.0°)- Aus 
den Einzelwerten (s.Versuchsteil) geht hervor, daB nur drei Tiere zwische! 
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Bd, 304 (1956) Fettlésliche Vitamine und Atherosklerose 25] 
> und 6.6",, liegen: die anderen 7 Hennen zeigen mit Werten zwischen 
7 und 24.7",, Fett in der Frischleber ausgepragte Leberverfettung. An 
dieser Erhéhung des Leberfett-Gehaltes ist jedoch das Cholesterin nicht 
heteiligt, denn freies und verestertes Cholesterin (in mg pro 100 g Frisch- 
eber) sind im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht erhoht. 

Junge Hihnchen, die durch Zusatz von 1°,, Cholesterin zur 
Nahrung atherosklerotisch gemacht wurden, verhielten sich ahnlich wie 
die alten Hennen: Die Kontrollgruppe (125 Versuchstage) und die Vita- 
min-K,-Gruppe (122 Versuchstage. vom 79. Tage an 33 mg K, pro Tag 
und Tier) wiesen zu Versuchsende sehr deutliche atherosklerotische 
Symptome auf. Die fettchemische Aufarbeitung der Aorten lieferte 
jedoch keine verwertbaren Hinweise fiir eine nennenswerte Beeinflus- 
sung der Aortenlipide durch Vitamin K,. Der etwas geringere Gehalt an 
freiem Cholesterin in den Aorten-Wanden der K,-Hahnchen ist nicht 
signifikant. 

Kine Steigerung des Leberfett-Gehaltes liegt im Vergleich zur 
Hihnchen-Kontrollgruppe auch bei den Vitamin-K,-Hahnchen vor. 
allerdings weniger ausgepragt als bei den alten Hennen. Mit 8.0°,, Fett 
in der Frischleber erreicht die K,-Gruppe (Kontrolle 6,2° ,,) geringgradige 
Leberverfettung. Beide Hahnchengruppen zeigen als Folge der Cho- 
lesterinfiitterung stark erhéhte Werte fiir das Leber-Cholesterin. Dabei 
fillt hesonders die Umkehrung im Verhaltnis Freies Cholesterin : Ester- 
Cholesterin auf, welches normalerweise in der Leber etwa 4: 1. hier aber 
rund 1; 2 betriigt. Vermutlich ist das Ubergewicht an Ester-Cholesterin 
als Ausdruck eines gesteigerten Cholesterin-Umsatzes und -Transportes 


zu deuten., 


Versuchsergebnisse mit Vitamin E 
(DL-x-Tokopherol-acetat) 
Angaben des Schrifttums 
_ Kinige Autoren empfehlen bei der menschlichen Arteriosklerose die 
Therapie mit groBen Dosen Vitamin E. Besonders Shute und Mitarb.? sahen bei 
(oronarsklerose, allgemeiner Arteriosklerose und vor allem bei peripheren GefaB- 
wandschaden auf arteriosklerotischer Grundlage gute therapeutische Erfolge mit 
langdauernder und hochdosierter Tokopherol-Verabreichung. Den damit erzielten 
gimstigen Befunden stehen allerdings Berichte anderer Autoren gegeniiber. dic 
keine oder nur unsichere therapeutische Erfolge mit Vitamin E bei Arteriosklerose 
feststellen konnten. Zur Zeit 14Bt sich daher noch kein klares Bild iiber den Wert 
der Tokopherol-Therapie bei menschlicher Arteriosklerose gewinnen. 

_ Genaueren AufschluB iiber etwaige therapeutische Wirkungen von Vitamin E 
bei Arteriosklerose geben die vorliegenden t ierexperimentellen Untersuchungen. 
Als erster priifte Dam* 1944 an cholesteringefiitterten Kaninchen und Kiieken den 
FinfluB hoher Gaben von pr-\-Tokopherol-acetat auf die Ablagerung von Cho- 
lesterin in den Aortenwanden. Er konnte gegeniiber den Kontrolltieren, die kein 
Vitamin E zusitzlich erhielten, Unterschiede im Cholesterin-Gehalt der Aorten 
nicht feststellen. 


T, OW, E. Shute u. E. V. Shute, Alpha Tocopherol in cardiovascular disease 
ee (Canada) 1954. (The Shute Found. for Med. Res.) 
H. Dam, J. Nutrit. 27. 193 [1944]. 
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Bruger® machte 1945 dagegen die Feststellung, daB cholesteri:i<cfiittert, 
arteriosklerotische Kaninchen, welche dreimal wéchentlich je 100 mg ‘Vitamin 
intramuskular erhielten, im Vergleich zur Kontrollgruppe, welche nur ( holester 
erhielt, einen erhéhten Cholesterin-Gehalt in den Aortenwanden aufwicsen; auch 
in Blut und Leber war eine Zunahme des Cholesterins bei den Vitamin-E-Tiere; 
zu beobachten, wenn auch in geringerem MaBe als in der Aorta. ~ ae 

Im Gegensatz dazu kamen Baguena und Mitarbb.!° 1951 zu_wesentlic| 
giinstigeren Ergebnissen. Sie arbeiteten ebenfalls mit cholesterin-gefiitterte; 
Kaninchen und stellten fest, daB 1-Tokopherol in Mengen von 4 und 8 :ng/kg om 
die arteriosklerotischen GefaBwandlasionen weitgehend verhinderte. Dic Kontrol). 
tiere, welche nur Cholesterin erhielten, wiesen dagegen massiven arteriosk |erotische; 
Befall auf. Bemerkenswert erscheint, daB auch diese Autoren bei den ‘Vieren, dij 
gleichzeitig Tokopherol und Cholesterin erhielten, einen h6heren Blut-Cholesterin. 
spiegel fanden, als bei denen, die nur Cholesterin bekamen. 

Wiederum an cholesterin-gefiitterten Kaninchen wurde 1952 von Moses und 
Mitarbb.!! die Wirkung von Tokopherol auf die experimentelle Athcroskleroy 
gepriift. Sie sahen keine Verminderung der Aortenveriinderungen durch Vitamin f, 
eher noch eine geringe Verstaérkung. Die Cholesterin-Blutwerte lagen auch hier 
bei den Tokopherol-Cholesterin-Tieren etwas hoher als bei den reinen Cholesterin. 
Tieren. 

An cholesterin-gefiitterten Hahnchen untersuchten Stamler, Pick und 
Katz!2 1953 den Einflu8 von Vitamin E in Dosen von 100 mg/Tag auf Plasma. 
lipide und Atherogenese. Irgendwelche anti-atherosklerotischen Effekte vor 
Vitamin E waren nicht festzustellen; die Autoren erhielten mit Vitamin E di 
gleichen negativen Resultate wie schon friiher mit Cholin und Inosit. 

Bis auf die Befunde von Baguena und Mitarbb.!° sind damit die bisherigen 
tierexperimentellen Untersuchungen in dem Sinne zu deuten, da8 dem 
Vitamin E ein direkter anti-atherosklerotischer EinfluB nicht zukommt. Lang. 
dauernder Vitamin-E-Mangel scheint jedoch zu Schadigungen der GefaSwand 
zu fiihren, die nicht in Atheromen bestehen: Loewi'® stellte bei Meerschweinchen 
und Kaninchen (nicht bei Ratten) nach 7monatiger E-Mangelkost Nekroser, 
Fibrosen und Verkalkungen in den Aortenwanden fest. 


EKigene Befunde 


Aorta: Fiitterungsversuche mit Vitamin E an alten, athero- 
sklerotischen Hennen lagen bisher nicht vor. Wir fiihrten Grupper- 
versuche durch mit taglicher oraler Zufuhr von 50 mg (75 Tage) und 
35 mg (100 Tage) DL-x-Tokopherolacetat. Die makroskopische Beurte'- 
lung der Aorten lieB bei den mit 35 mg pro Tag und Tier behandelten 
Hennen keine deutlichen Unterschiede zur Kontrollgruppe erkennen. Da- 
gegen erbrachte der Gruppenversuch mit der 50-mg- Dosis eine gering: 
Verminderung des auBerlich sichtbaren atheromatésen Befalls der Aorta 
Der Gesamtfett-Gehalt der Aorten verhielt sich ahnlich dem makr- 
skopischen Befall: Der Tokopherolversuch mit der 35-mg-Dosis zeigt 
kaum eine Senkung der Gesamtlipide, wahrend die 50-mg-Dosis ein 
deutliche Senkung des Gesamtfett-Gehaltes der Aorten auf etwa 


9 M. Bruger, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 59, 56 [1945]. 

10 M. Beltran Baguena, J. Baguena Candela, F.M.Orte u. W.C.Garra, 
Arch. med. exp. (Span.) 14, 47 [1951]. 

1 (©, Moses, G. Rhodes u. J. Levinson, Angiology 3, 397 [1952]. 

2 J.Stamler, R. Pick u. L. Katz, Circulation 8, 455 [1953]. 

13 G, Loewi, J. Pathol. Bacteriol. 70, 246 [1955]. 
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Bd. 304 (1956) Fettlésliche Vitamine und Atherosklerose 253 
ywei Drittel des Kontrollwertes hervorrief. Daraus ergibt sich, daB bei 
alten, atherosklerotischen Hennen — wenn tiberhaupt — nur mit sehr 
hohen Tokopheroldosen geringe anti-atherosklerotische Effekte erkenn- 
bar werden. 

Leber: Aus den Befunden von Bernhard und Ritzel?* geht 
hervor, das Phytol lipotrop wirkt. Da Tokopherol einen Phytylrest 
enthilt, kénnte man etwaige lipotrope Effekte des Vitamins E als 
Phytylwirkung deuten. Wir beobachteten jedoch bei alten Hennen 
keine Senkung des Leberfett-Gehaltes durch Vitamin E. Bruger9(s. 0.) 
fand auch in der Leber einen Anstieg des Cholesterin-Gehaltes bei 
atherosklerotischen Kaninchen, welche Vitamin E erhielten. Bei unseren 
mit Vitamin E behandelten alten Hennen traten jedoch im Vergleich 
mr Kontrollgruppe keine Veranderungen im Cholesterin-Gehalt 
der Leber auf (s. Versuchsteil). 

Serum: Bruger’, Baguena und Mitarbb.!° sowie Moses und 
Mitarbb.1! kamen, wie oben erwahnt, zu der Ansicht, daB bei Toko- 
pherol-Cholesterin-Tieren die Cholesterin-Blutwerte hoher liegen als bei 
den reinen Cholesterin-Tieren. Die Fraktionierung der bei Versuchsende 
gewonnenen Serumlipide unserer mit 35 mg Tokopherol-acetat pro Tag 
ud Tier behandelten Hiihnergruppe lief eine geringe Erhéhung des 
Cholesterin-Gehaltes im Serum erkennen. Das freie Cholesterin im 
Serum belief sich bei der Kontrollgruppe im Mittel auf 25,0 mg°,, im 
Vitamin-E-Versuch auf 32,5 mg°,,, wahrend bei den Estern eine Steige- 
rung von 64,5 auf 92,6 mg®,, vorlag. Ubereinstimmend mit den genannten 
Autoren scheint daher Tokopherol auch bei alten Hennen eine Erhéhung 
des Blut-Cholesterinspiegels zu begiinstigen. Jedoch weisen bei unseren 
alten Hennen auch die Serum-phosphatide unter Vitamin E eine 
deutliche Erh6hung auf (s. Versuchsteil. Tab. 3). 


Versuchsergebnisse mit Vitamin A (Axerophthol-palmitat) 

In der Literatur finden sich nur sehr sparliche Angaben tber die Priifung 
von Vitamin A bei tierexperimenteller Atherosklerose. Oppenheim und Bruger’® 
konnten bei cholesterin-gefiitterten Kaninchen eine geringfiigige Beeinflussung der 
Atherosklerose durch Vitamin A feststellen; doch die beobachteten Senkungen des 
Serum- und Aortencholesterins schienen nicht signifikant zu sein. Dagegen fand 
Bachtold'®, daB Vitamin A eine durch Vitamin D experimentell erzeugte Arterio- 
‘klerose aufzuheben vermag. 

Aorta: In einem ersten, 1953 ausgefiihrten Gruppenversuch an 
ilten Hiihnern mit oraler Zufuhr von 10 mg Vitamin-A-palmitat pro 
Tag und Tier beobachteten wir makroskopisch eine auffallende 
Besserung der atherosklerotischen Aortensymptome. Damit iiber- 
tinstimmend zeigte auch der Gesamtfett-Gehalt der Aorten eine 
leutliche Senkung im Vergleich zur Kontrollgruppe. In zwei weiteren 


4“ K. Bernhard u. G. Ritzel, diese Z. 295, 187 [1953]. 
'. E. Oppenheim u. M. Bruger, A. M. A. Arch. Pathology 58, 520 [1952]. 
* H. P. Bachtold, Die Vitamine (Roche). 1955, Heft 1, 8. 33. 
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Gruppenversuchen des Jahres 1954 mit je 7 mg Vitamin-A-palmita 
pro Tag und Tier sowie in einem vierten Versuch 1955 jestiitigt 
sich der giinstige EinflufB von Vitamin A auf die Atherosk\erose de 
alten Hiihner. Stets war ein erheblicher Riickgang der mak: oskopisc) 
sichtLaren Fett-Plaques festzustellen, verbunden mit einer Herad). 
setzung des Gesaintfett-Gehaltes der Aorten auf etwa 50. bis s0° de 
Wertes der dazugehérenden Kontrollgruppen. Die fettchemische Aut. 
arbeitung der Aorten der verschiedenen Vitamin-A-Gruppe:: lieB er. 
kennen, daB in den meisten Fallen die anti-atherosklerotische Wirkung 
des Vitamins A bevorzugt das Neutralfett, kaum das Cholesterin he. 
trifft. Driickt man das Aorten-Cholesterin als Anteil des Aorten. 
vesamtfettes aus, so scheint nach Vitamin-A-Behandlung das Cho. 
lesterin anzusteigen, jedoch nur scheinbar, da die anderen Lipid. 
fraktionen erheblich absinken. 

Leber: Der Gesamtfett-Gehalt in den Lebern der mit Vitamin. 
A-palmitat behandelten Hithner lag 1953 mit 11,0°,, auffallend hoch 
die 3 anderen Vitamin-A-Gruppen der Jahre 1954 und 1955 zweigten 
jedoch mit Gruppendurchschnitten von 5,9°,,, 7.0°,, und 5.1°,, einen fit 
alte Hiihner normalen Leberfett-Gehalt. Die Cholesterinbestim. 
mungen im Leberfett der Vitamin-A-Htthner ergaben 1953 und 194 
zumeist keine bescnders auffallenden Werte. Dagegen fanden wir bei der 
Vitamin-A-Gruppe des Jahres 1955 eine bemerkenswerte Verschiebung 
im Verhiltnis des freien zum veresterten Cholesterin. Wihrend bei der 
Kontrollgruppe das freie Cholesterin in der Leber fast das 5 fache des 
Ester-Cholesterins ausmacht, zeigt die Vitamin-A-Gruppe ein an- 
niherndes 1:1-Verhaltnis der beiden Cholesterinfraktionen, wobei 
jedoch das Gesamt-Cholesterin im Vergleich zur Kontrollgrupy 
nicht erhdht ist. Diese Verschiebung in den beiden Cholesterinfraktioner 
tritt bei fast allen Tieren dieser Gruppe auf, bei einigen sind die Leber. 
werte des Ester-Cholesterins héher als diejenigen des freien Cholesterins 
Die in der Leber enthaltene Phosphatidmenge lieB dagegen in alle 
3. Versuchsjahren keine nennenswerten Unterschiede zur Kontroll- 
gruppe erkennen (s. Versuchsteil). 

Serum: Der Gesamtfett-Gehalt des Serums liegt bei den Hiihner 
der Vitamin-A-Gruppen nicht wesentlich anders, in keinem Falle hoher 
als bei den entsprechenden Kontrollgruppen. Auf Grund der oben et 
wihnten Leberbefunde war zu fragen, ob etwa auch im Serum Ab: 
weichungen in der iiblichen Cholesterinverteilung feststellbar sind. Da 
ist offenbar nicht der Fall, denn die Serum-Cholesterinwerte weichen i 
allen 3 Versuchsjahren nicht wesentlich von denen der Kontrollgruppe! 
ab. Das gleiche gilt fiir die Serumphosphatide. 


Kombinierte Zufuhr der Vitamine A und E 
Aorta: Wir verabreichten 1954 an eine Gruppe alter Henne! 
7 mg Vitamin-A-palmitat und 35 mg «-Tokopherol-acetat, 1955 a 
eine weitere Gruppe 10mg A-palmitat und 50 mg x-Tokopherol-acett 
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yo Tag und Tier. Die Aufarbeitung der Aorten erbrachte in beiden 
(ruppen die gleichen, eindrucksvollen Ergebnisse: Sehr deutliche 
Verminderung des sichtbaren atheromatésen Befalls mit er- 
ieblicher Senkung des Gesamtfett-Gehaltes der Aorten, wobei 
im Gegensatz zur alleinigen Verabreichung von Vitamin A (s. 0.) auch 
jay Aorten-Cholesterin betrachtlich herabgesetZt war. Die 
ombinierte Zufuhr der Vitamine A + E an atherosklerotische Hennen 
fihrt offenbar zu echten kurativen Effekten. Denn bereits die bloRe 
Betrachtung der Aorten von A- + E-Hithnern laé8t erkennen, daB 
in diesen Aorten atheromat6se Herde kaum noch oder gar nicht mehr 
vorhanden sind. Die Intima der A- und E-Tiere zeigt oftmals kleine 
venarbte Stellen und gewisse UnregelmaBigkeiten im Faserverlauf, die 
iedoch zart resafarbig sind, keine Fetteinlagerungen erkennen lassen 
nd nicht mehr das Ausma der die Fett-Plaques begleitenden Schwielen 
jesitzen. Man hat hier den Eindruck, dafi die Riickbildung ehemaliger 
so8er atheromatoser Beete zum Bestehenbleiben geringer narbiger 
deste im Faserverlauf fiihrt. Ob auch diese Reste bei langer dauernder 
Behandlung noch verschwinden k6énnen, la8t sich heute noch nicht sagen. 

Leber: Die beiden Gruppenversuche mit kombinierter Verab- 
richung der Vitamine A und E der Jahre 1954 und 1955 zeigen einen 
unterschiedlichen Gesamtfett-Gehalt der Frischleber: 9.1°,. 1954. 
35°, 1955. Es liegen keine Anhaltspunkte dafiir vor, daB der erhdhte 
Wert des Jahres 1954 mit der Vitamin-Verabreichung in Zusanimenhang 
steht. Da. wie vorstehend erwahnt, die Vitamin-A-Gruppe des Jahres 
1955 eine Verschiebung im Lebercholesterin in der Richtung einer 
Senkung des freien und einer Steigerung des Ester-Cholesterins 
ergeben hatte, war die Frage zu prifen, ob cin solcher Befund bei 
kombinierter Verabreichung von Vitamin A und Vitamin £ wieder- 
kehren wirde. Wir machten die tiberraschende Feststellung, da in 
heiden Gruppenversuchen mit A + E wiederum eine Verschiebung der 
leiden Cholesterinfraktionen zugunsten des Ester-Cholesterins 
vorhanden war. 1954 belief sich im Mittel das Verhaltnis von freiem zu 
Ester-Cholesterin bei der Kontrollgruppe auf genau 5:1, wihrend es bei 
der Vitamin-A + E-Gruppe auf 2.3:1 verschoben war. Noch deutlicher 
wird dieses Verhalten in der A + E-Gruppe des Jahres 1955. welche ein 
durchschnittliches Verhaltnis von rund 5 TIn. freiem Cholesterin zu 
4Tln. Ester-Cholesterin im Lebergewebe aufwies. Betrachtet man in 
diesem Falle die gesamte Cholesterinmenge, so zeigt sich, daB der Wert 
ir das freie Cholesterin in 100 g Frischleber mit demjenigen der Kon- 
trollgruppe identisch ist. wihrend das Ester-Cholesterin erhdht ist. 
Bei der A + E-Gruppe des Jahres 1954 ist eine solche Erhéhung des 
lesamtleber-Cholesterins in geringem Mae ebenfalls vorhanden, da- 
gegen nicht bei der Vitamin-A-Gruppe 1955, welche ebenfalls (s. 0.) 
liese Verschiebung innerhalb der Cholesterinfraktionen des Leberfettes 
iutwies. Die Phosphatide der Leber zeigen auch bei den beiden 
\+ E-Gruppen keine Besonderheiten im Vergleich zur Kontrollgruppe. 
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Serum: Vergleicht man die Serum-Gesamtfettwerte und die 
Serum-Cholesterinwerte der A + E-Gruppen 1954 und 1955 mit dep | 
entsprechenden Werten der nicht behandelten Gruppen, so !iegen nu 
geringtiigige Abweichungen vor, welche nicht dafiir spreche:. da8 die 
beiden Vitamine bei kombinierter Verabreichung den Cholest: rinspiegel 
im Serum wesentlich beeinflussen. 


Vergleichende Ubersicht der Aortenbefunde 


Die Aufarbeitung einer Hiihnergruppe (s. Versuchsteil)  liefert 
jeweils eine groBe Zahl analytischer Daten, die sich auf die Lipide yon 
Aorta, Leber und Serum beziehen. Ein Vergleich der wichtigsten 
Aortenbefunde der einzelnen Hiihnergruppen ergibt folgendes Bild der 
anti-atherosklerotischen Wirkung fettléslicher Vitamine: 

Die makroskopische Beurteilung des atheromatosen Be. 
falls mittels des im Versuchsteil beschriebenen Punktsysteins (0—§ 
Kreuze pro Tier) hat sich, entgegen unseren anfanglichen Erwartungen, 
als durchaus zuverlissiges Kriterium fiir das AusmaB der GefiBwand. 
Verfettung erwiesen. Wir fanden stets, daB die fettchemische Analyse 
der Aorta den vorher erhobenen makroskopischen Befund bestitigte. 
indem z.B. einer Verminderung der sichtbaren atheromatésen 
Symptome eine Senkung des Aorten-Gesamtfettes entsprach. Hierzu 
gibt Tab. 1 einen Uberblick iiber unsere Versuche mit den Vitaminen 
E und A, wobei zum besseren Vergleich der einzelnen Versuchsjahre die 
Ergebnisse der Vitamin-Versuche als Prozentwerte der dazugehorenden 
Kontrollgruppen (diese = 100°.) angegeben sind. Die Originalwerte 
(Kreuze pro Tier bzw. Gesamtfett-Gehalt der frischen Aorta) finden sich 
im Versuchsteil (s. u.). } 

Tab. 1. Atheromatiéser Befall und Gesamtfett-Gehalt der frischen Aorta der mit 
den Vitaminen E und A behandelten Hiihnergruppen. (Kontrollgruppen = 100°,.) 





. Athero- ae, 
Dosis pro creed Gesamtfett-Gehalt 
matoser 


Tag und Tier Befall der frischen 
, 


in mg ° Aorta in % 
in % 


Versuchs- 


Vitaminzusatz 3 
jahr 





1953 | 

Kontrollgruppen . . . . 1954 100 
1955 j 

x-Tokopherol-acetat . . 1954 3: 92 
x-Tokopherol-acetat . . 1953 : : 71 
Vitamjn-A-palmitat . . 1953 78 
Vitamin-A-palmitat . . 1954/1 78 
Vitamin-A-palmitat . . 1954/2 2 64 
Vitamin-A-palmitat . . 1955 66 
Vitamine A+E.... 1954 + 35 64 
Vitamine A+-E .... 1955 ) + 50 2 51 














Tab. 1 zeigt deutlich den Zusammenhang zwischen dem Ausmal 
der makroskopisch sichtbaren Atheromatose und dem Gesamtfett- 
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Gehalt der frischen Aorta. Der Vitamin-E-Versuch mit der 35-mg- 
Dosis (1954), der keine anti-atherosklerotische Wirkung erkennen lief. 
liegt im Gesamtfett-Gehalt der Aorta (92°,,) noch innerhalb der bio- 


| Jogischen Schwankungsbreite der Kontrollgruppe. Dagegen weist der 


Vitamin-E-Versuch mit héherer Dosis (50 mg/1953) tibereinstimmend 
nit dem etwas erniedrigten atheromatosen Aortenbefall (83° ,) auch eine 
deutliche Senkung des Aortenfettes auf (71°,,). Eine fiir derartige 
Ganztier- Versuche tiberraschende Ubereinstimmung findet sich bei den 
vier Vitamin-A-Gruppen: Wahrend der sichtbare atheromatése Befall 
an den Aortenwanden auf 61 bis 72°,, herabgesetzt ist, sinkt das Aorten- 
fett auf 64 bis 78°,,. Ebenso tibereinstimmend verhalten sich die beiden 
A+ E)-Gruppen: Die Senkung des atheromatésen Befalls auf 29 
baw. 31°,, wird von einer Abnahme des Aorten-Gesamtfettes auf 5] 
uw. 64°,, begleitet. 

Auf Grund der speziellen Zusammenhinge zwischen Cholesterin und 
Atherosklerose interessiert eine vergleichende Betrachtung des Chole- 
sterin-Gehaltes der Aorten bei den verschiedenen Versuchsgruppen. 
Tab. 2 zeigt die Werte fiir freies und verestertes Aorten-Cholesterin 
wiederum als Prozentwerte der Kontrollgruppen (diese = 100°,), die 
Originalwerte finden sich im Versuchsteil (s. u.). 


Tab, 2. Cholesterin-Gehalt der frischen Aorten der mit den Vitaminen E und A 
behandelten Hiihnergruppen. (Kontrollgruppen = 100°,,.) 





; Cholesterin-Gehalt der 
eee Versuchs. | ,,.2088 Pt° | frischen Aorta, bezogen auf 
Vitaminzusatz Sale lag und Tier Kontrollgr. in °, 





in mg frei Ester 





1954 | 
1955 | 
\-Tokopherol-acetat . . 1954 : 108 
Vitamin-A-palmitat. . . 1954/1 108 
Vitamin-A-palmitat. . . 1954/2 108 
Vitamin-A-palmitat. .. 1955 96 108 
Viamine A+E .... 1954 : f 46 
Vitamine A+FE . . 1955 ! f 50 


Kontrollgruppen 


100 100 











Tab. 2 zeigt, daB weder Vitamin E allein noch Vitaniin A allein den 
(holesterin-Gehalt der atherosklerotischen Aorten zu senken vermégen. 
Der Tokopherolversuch von 1954 sowie die drei Vitamin-A-Versuche 
weisen sogar eine geringe Erhéhung des Aorten-Cholesterins auf. 
Diese Steigerungen liegen allerdings noch in der biologischen Schwan- 
kungsbreite. Sehr deutlich geht aber aus Tab. 2 hervor, da® die in den 
Vitamin-A-Versuchen beobachtete Senkung des Aorten-Gesamt- 
ee auf 64 bis 78°, (s.o. Tab. 1) nicht den Cholesterin-Anteil 
etrifft. 


Hoppe-Sevlers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 304 is 
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Die kombinierte Zufuhr der beiden Vitamine dageven wreift 
auch den Cholesterin-Anteil des Aortenfettes an: Die beiden A + . 
Versuche zeigen eine Senkung des Cholesterin-Gehaltes der Aorten jy 
fast gleichem Mabe auf etwa die Hilfte des Wertes der Kontrol}. 
gruppen. Damit ergibt sich zusammenfassend, daf die stark aigepriigy 
anti-atherosklerotische Wirkung der A -++ E-Kombination, wie sie bein 
atheromatésen Befall und beim Gesamtfett-Gehalt der Aorte: (Tab, | 
festzustellen ist, auch gegentiber dem Cholesterin-Gehalt der Aortey 
vorhanden ist. 


Diskussion 


Die vorliegende Arbeit befaBt sich mit der Einwirkung der Vitamine 
A, Fund K, auf den Fettstoffwechsel atherosklerotischer Versuchs. 


tiere; im Vordergrund der Untersuchungen steht die fettchemische 


Aufarbeitung der Aorten*. Unsere an alten Hennen gewonnene 


Befunde zeigen, dal} das AusmaB des atheromatésen Befalls demi Gesamt. 


fett- und vor allem dem Cholesterin-Gehalt der Aorten parallel geht 
Die sehr geringen, oft nicht erfaBbaren Cholesterin-Anteile in den Aorten 


der Junghennen, die starke Zunahme des Cholesterins mit der Ent. 


wicklung der Atherosklerose, die hohen Cholesterin-Werte im Aortenfett 


bei stark befallenen alten Hennen entsprechen den bei der Fettanalyse 


menschlicher Aorten gemachten Beobachtungen. Danach sollen bei de 
Entstehung von Atheromen zunichst alle Lipidfraktionen der mensch- 
lichen Aorta ansteigen, wobei dann wihrend der Bildung fibroser 
Plaques die relative Vermehrung des Cholesterins besonders hervortritt™ 
Hinsichtlich des Cholesterins steht die Atherosklerose alter Hennen 
somit im Einklang mit den klassischen Vorstellungen der Cholesterin. 
Theorie, welche Aschoff!® und Windaus!*® durch den Nachweis seli 
hoher Cholesterin-Mengen in atheromatésen menschlichen Aorten be- 
griindeten. 

Wie einleitend ausgefiihrt wurde, kamen wir durch Grenzflachen: 
messungen an fettléslichen Vitaminen dazu, die Vitamine A, E und K, 
auf GefiBwandeffekte zu priifen. Von Substanzen mit anti-athero- 
sklerotischer Wirkung ist zu fordern, daB sie dem Gesamtfett- 
und insbesondere den Cholesterin-Gehalt der Aortenwiande zu senkei 
vermégen, wobei infolge der intensiv gelben Fiarbung der Plaques ei 
etwaiger Riickgang der GefiBwand-Verfettung schon makroskopis¢l 
erkennbar sein mul. Unsere Versuchsergebnisse zeigen, daB Vitamink 

17 1), R. Meeker u. J. W. Jobling, Arch. Pathology 18, 252 [1934]; IH 
Page, E. Kirk, W. R. Thompson u. D. D. van Slyke, J. biol. Chemistry Ill 
613 [1935]; S. Weinhouse u. E. F. Hirsch, Arch. Pathology 29, 31 [19: 
R.C. Buck u. R. J. Rossitter, A.M. A. Arch. Pathology 51, 224 [1951]; R.| 
Buck, ebenda 51, 319 [1951]. 

18 L. Aschoff, Beitr. pathol. Anatom. allg. Pathol. 47, 1 [1910]. 

19 A. Windaus, diese Z. 67, 174 [1910]. 

* Uber die Zusammensetzung des Aorten- Bindegewebes bei atheroskler 
tischen Hennen berichten wir in Kiirze. 
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wn alten Hennen und cholesteringefiitterten jungen Hahnchen keine 
wti-atherosklerotische Wirkung besitzt, wahrend Vitamin E héchstens 
in sehr hohen Dosen geringfiigig wirksam ist. Vitamin A vermindert 
dagegen regelméiBig die GeféBwand-Verfettung unter éiuBerlich sicht- 
harer Abnahme der Plaques, wobei jedoch das Aorten-Cholesterin 
praktisch nicht angegriffen wird. Die A— E-Kombinaftion vermag 
iedoch Neutralfett, Phosphatide und Cholesterin weitgehend aus den 
Jortenwinden zu entfernen und den makroskopisch erkennbaren 
itheromatésen Befall betrachtlich zu reduzieren. Daher fiihren unsere 
Befunde zu dem SchluB, dab Vitamin A zwar das eigentlich 
virksame Agens ist, daB aber Vitamin E hier synergistisch im Sinne 
ener Verstirkung und Erweiterung des Vitamin-A-Effektes wirkt 
Derartige Korrelationen zwischen den Vitaminen A und E sind seit 
langem bekannt; als Erklérung nimmt man meist eine antioxydative 
Schutawirkung von E gegeniiber A an. 

Daraus ergibt sich eine Deutung fiir die teils positiven. teils nega- 
tiven Ergebnisse in der Therapie der menschlichen Atherosklerose mit 
hohen Tokopherolgaben sowie fiir unsere im Tierversuch beobachtete. 
vhr schwache Tokopherolwirkung bei hohen Dosen: Die im Organismus 
vorhandenen Vitamin-A-Bestiinde werden durch die hohen Tokopherol- 
yaben geschont und gegebenenfalls so vermehrt, dai es zu einer erkenn- 
laren Wirkung der auf diese Weise gebildeten A — E-Kombination 
kommen kann. 

Anti-atherosklerotische Effekte) verlangen Abbau oder Ab- 
transport der Aortenlipide. Die von uns beobachteten Verschiebungen 
im Lebercholesterin zugunsten der Cholesterin- Ester bei den meisten 
der mit A oder A+ E behandelten Tiere weisen auf Eingriffe in den 
Cholesterin-Umsatz hin: vor allem sprechen aber die Verianderungen in 
den Aortenlipiden selbst fiir eine tiefgreifende Beeinflussung des Lipid- 
stoffwechsels im Sinne einer allgemeinen Mobilisierung. Dahin deuten 
auch einige Literaturangaben, die sich auf die Serumlipide beziehen: 
Jusatz?", Wendt?! und Schelling” fanden nach hohen Vitamin-A- 
(Gaben mehr oder weniger ausgeprigte Steigerungen der Serumlipide 
Cholesterin, Phosphatide, Neutralfett). Jedoch tritt nach Wendt# 
diese Wirkung des Vitamins A auf die Serumlipide, besonders auf das 
Serumcholesterin, nicht regelmaBig auf: beim Menschen sind die Effekte 
wechselnd, beim Hund sollen sie iiberhaupt ausbleiben. Nach Schett - 
ler’ handelt es sich bei der nach hohen Vitamin-A-Dosen zu beob- 
achtenden Hypercholesteriniimie nicht um eine Steigerung der Cho- 
lesterin-Synthese. sondern wahrscheinlich um  Cholesterin-Verschie- 


hungen zwischen den physiologischen Depots. Denn Miause, die 60 Tage 
lang mit hohen Vitamin-A-Dosen gefiittert wurden, besaBben im Gesamt- 


*H. J. Jusatz, Klin. Wschr. 1984, 95. 

*" H. Wendt. Klin. Wschr. 1935, 9. 

* RK. Schelling, Dissertat. med. Univ. Tiibingen 1938. 
“G.Schettler, Arztl. Forsch. 5, 171 [1951 |. 
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kérper nicht mehr Cholesterin als die Vergleichstiere. Fiir eine: Eingrifi 
des Vitamins A in den Cholesterin-Stoffwechsel sprechen auch dip 
Befunde von Sampson und Potter* tiber Beziehungei zwische 
Lebercholesterin und Vitamin A bei Albinoratten. Danach geht hohe 
Gehalt der Leber an Vitamin A mit niedrigem Gehalt an Cholestegi 
parallel und umgekehrt. In die gleiche Richtung weisen Versuch. 
ergebnisse von Morton und Mitarbb.?°, wonach eine durch Cholesteriy. 
fiitterung hervorgerufene Cholesterin-Fettleber zu einer erheblichen A). 
nahme der Vitamin-A-Bestéinde der Leber fiihrt. 

Dam und Mitarbb.?° haben gezeigt, daB die Fett-Plaques eing 
mit dem Grade der Atherosklerose zunehmenden Perox ydgehal 
aufweisen. Derartige Peroxyde sprechen einerseits fiir die stoffwechsel. 
miBige Trigheit von Atheromen, andererseits lassen sie auf Mangel a 
anti-oxydativen Wirkstoffen, d.h. vor allem an Tokopherol schlieBey 
Betrachtet man das Vorhandensein von Peroxyden in den Atheromey 
im Hinblick auf Vitamin A, so ist anzunehmen, dak Vitamin A voy 
den Peroxyden der Plaques inaktiviert ‘wird. Die Uberlegenheit der 
A + E-Kombination gegeniiber der alleinigen Anwendung von Vitamin 4 
kénnte somit u. a. darauf beruhen, daB Vitamin E durch Entfernen de 
Peroxyde die Vitamin-A-Wirkung unterstiitzt. 

Unsere Versuche an atherosklerotischen alten Hennen liefern keine 
verwertbaren Hinweise fiir direkte Zusammenhange zwischen dem Lipid. 
gehalt des Serums und dem AusmaB der Atherosklerose. Auch 
diejenigen Versuchsgruppen, welche nach Behandlung mit Vitamin 4 
und besonders mit A--E cine starke Herabsetzung der GefaBwand- 
verfettung zeigten, lieben zu Versuchsende keine entsprechenden Ver. 
iinderungen der Serumlipide erkennen. Wir kommen daher beziiglich 
unserer Hiihner-Versuche zu dem SchluB, daB grundsatzlich aus der 
quantitativen Zusaminensetzung der Serumlipide Riickschliisse auf de: 
Zustand der Gefawand nicht méglich sind. Insbesondere sind kurativ 
GefaBwand-Effekte an den Serumlipiden nicht erkennbar. Es _bleili 
jedoch die Méglichkeit, daB die von Gofman und Mitarbb.?’ als athe. 
rogen angesehene Gruppe von Serum-Lipoproteiden bestimmter Teilcher- 
grdBe im Verlauf der anti-atherosklerotischen Wirkungsdauer de: 
Vitamine A bzw. A-+ E abnimmt. 

Im ganzen gesehen ergibt sich aus unseren Untersuchungen, dal 
die kombinierte Verabreichung der Vitamine A und E den Stoffwechs! 
der Aortenwinde durch einen noch unbekannten. Mechanismus s 
aktiviert, daB es zu einem weitgehenden Riickgang des atheromatose 

24M. Sampson u. L. Potter, Fed. Proc. 6, 420 [1947]. 

2 N.L. Kantiengar u. R.A. Morton, Biochem. J. 60, 28 [1955]; N.L 
Kantiengar, J.S. Lowe, R.A. Morton u. G. A. Pitt, Biochem. J. 60, + 
[1955 |. 
26 J. Glavind, S. Hartmann, J. Clemmesen, K. Jessen u. H. Dam 
Acta pathol. microbiol. scand. 30, 1 [1952]. 

27, J. W. Gofman, B. Strisower, O. De Lallo, F. Glazier u. A. Tampli 
Die Medizinische 1955, 572, 639. 
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Befalls kommt. Damit erkléren sich nicht nur die unbetfriedigenden 
Ergebnisse der Voruntersucher bei alleiniger Verabfolgung nur. eines 
dieser beiden Vitamine® ® 9% 1!12:15) sondern es wird auch deutlich, dab 


die gleichzeitige Gabe der Vitamine A und E iiber einen rein additiven 
Effekt hinausgeht und ihr synergistisches Eingreifen in den Fettstoff- 
weehsel zu bisher nicht bekannten Wirkungen fiihrt. 


Beschreibung der Versuche 
Versuchstiere 


Die benutzten rebhuhnfarbenen Italiener-Hennen besaBen ein vom Lieferanten 
yarantiertes Alter (FuBring) von 3 bis 4 Jahren. Haltung der Tiere in Finzelkafigen 
if Maschendrahtunterlage, so daB Kotfressen ausgeschlossen war. Futter: wie in 
len einzelnen Versuchsgruppen (s. u.) angegeben. Die Fiitterung erfolgte zweima! 
taglich; der ersten Portion wurde die jeweilige Wirkstoffdosis zugemischt. Jahrlich 
fiiirten wir 2 Serien von Gruppenversuchen durch: die erste Serie von Juli bis 
Oktober, die zweite von Oktober bis Januar. Versuchsdauer zwischen 70 und 120 
Tagen. Zah!] der Tiere pro Versuchsgruppe: zumeist 10. Zum Vergleich priiften 
wir in einigen Fallen (hier bei Vitamin K,) das Verhalten junger Hahnchen bei 
\erabreichung einer stark cholesterinhaltigen Diat. Nahere Angaben hierzu finden 
sich unten bei Vitamin K,. 

Die Tierverluste wahrend der Versuchsdauer waren sehr gering. Traten Todes- 
fille ein, so ergab die Sektion meistens das Vorliegen von Ovarialcarcinom mit 
Sekundarinfektion. 


Organaufarbeitung 


Praparation der Aorta: Nach Totung des Tieres durch Dekapitation 
werden Thorax und Abdomen durch Medianschnitt eréffnet. die Leber heraus- 
gnommen und das gesamte Darmkonvolut nach Abtrennung am = Osophagus 
entfernt. Zugleich wird das Ovar entnommen. Die von der hinteren rechten Herz- 
vite im Bogen hinter Speise- und Luftréhre zur Wirbelsaule verlaufende Aorta 
legt man im Zusammenhang mit dem Herzen bis zum Abgang der Aa. iliacae frei 
und schont dabei sorgfaltig die abgehenden groBen GefaBe. Die am Herzen he- 
lassene Aorta wird dann mit dicsem zusammen herausgelést. wobei man die groBeren 
(efaBe im Abstand von etwa 2 cm von ihrer Aorten-Abgangsstelle abtrennt. An 
vhlieBend wird die Aorta durch Stecknadeln an der Herzspitze und an den Aae. 
iliacae auf einem Lindenholzbrettchen so elastisch fixiert, daB sie von allen Seiten 
der Feinpraparation ohne Eréffnung des GefaBes zuginglich ist. Nun werden die 
der Aorta auBen anhaftenden Fett- und Bindegewebsanteile vollstandig entfernt 
Dabei ist bei der sauberen Abtragung der oft fest anhaftenden Eierstockreste wegen 
der Gefahr des EinreiBens besondere Sorgfalt notwendig. Erst dann trennt man 
die abgehenden GefaBe mit dem Skalpell ab und eréffnet anschlieBend die Aorta 
durch Langsschnitt an der dorsalen Seite. Sie wird durch Fixierung mit einigen 
‘tecknadeln so ausgebreitet, daB die Innenflache einer genauen makroskopischen 
Betrachtung zuganglich ist. In dieser Zeit erleidet die Aorta Feuchtigkeitsverluste, 
x0 daB sie nach der makroskopischen Beurteilung (s. u.) fiir 19 Min. in eine feucht« 
Kammer gebracht wird. Danach erfolgt die Bestimmung des Frischgewichtes. 

Makroskopische Beurtecilung: Fiir die makroskopische Beurteilung des 
atheromatésen Befalls diente in den Versuchen der vorliegenden Arbeit die herznah 
abgetrennte Aorta. An dem von dieser Trennstelle bis zum Abgang der beiden 
\ae. iliacae sich erstreckenden GefaBstiick werden drei gleichgroBe Abschnitte 
markiert. von denen der craniale — dem Arcus aortae entsprechend etwa bis 
mden Abgangsstellen der Aa. brachiocephalicae reicht. wahrend der mittlere etwa 
der Aorta thoracica und der caudale Abschnitt der Aorta abdominalis entsprechen. 
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Jeder der drei Abschnitte wird einzeln in der folgenden Weise beur‘cilt: Véllig 
glatte Intima ohne erkennbaren Befall — 0; geringer, eben) erkenn!arer Befal 
in Form eines gelben stecknadelkopfgroBen Plaque oder einer kleine n umschriy 
benen gelben Verfiarbung (+); deutlicher Befall in Form mehyerer punkt 
formiger Plaques oder gelber Beete +; ausgedehnter Befall mit }reiten und 
erhabenen gelben Schwiclen, wobei mehr als die Halfte der Innenflache der Aowy 
in dem betreffenden Abschnitt atheromatés verandert. ist ich diesen 
System werden daher Tiere mit sehr stark ausgedehntem atheromatosem Befal 
in allen drei Abschnitten der Aorta mit 6 Kreuzen pro Tier beurteili. wahrend 
der geringste, eben noch sichtbare und nur in einem der 3 Abschnitte «uftretend 
Befall mit 0,5 Kreuzen pro Tier (+-) gewertet wird. Die zwischen diesen bei. 
den Extremen liegenden Stufen der Atherosklerose lassen sich in befriedigende; 
Weise durch dieses System ausdriicken. 

Aufarbeitung der Leber: Sofort nach Entnahme der Leber wird dies 
mit Filtrierpapier abgetupft und das Frischgewicht bestimmt. Darauf legt man 
das kleingeschnittene Organ 24 Stdn. in Aceton ein, wobei man das Lisungsmitte 
nach 12 Stdn. erneuert. Danach destilliert man von den vereinigten <Aceton- 
extrakten das Aceton ab. Die an der Luft getrocknete Leber wird im Morser zer. 
rieben, quantitativ in den Soxhlet iiberfiihrt und zuerst 12 Stdn. mit Athanol und 
danach 24 Stdn. mit Ather extrahiert. Den Acetonriickstand (s. 0.) nimmt mai 
in Ather auf, trennt die waBrige Phase ab und trocknet die Atherlésung mit Na. 
triumsulfat. Diese atherische Lésung wird mit dem Soxhlet-Ather-Extrakt ver. 
cinigt und der Ather abdestilliert Atherriickstand. Der bei der athanol. Soxhlet. 
Extraktion gewonnene Athanolauszug wird durch Destillation vom Athanol befreit 
der Riickstand 4mal mit je 80 cem Petrolather ausgeschiittelt. Die vereinigte 
Petrolatherausziige werden einmal mit 10 cem 0,05-n. HCl ausgeschiittelt und an. 
schlieBend 3mal mit je LO cem Wasser gewaschen. Die vereinigten Waschfliissig 
keiten extrahiert man noch mit 50cem Petrolather. Vereinigen der Petrolather 
phasen und Trocknen mit Natriumsulfat. Die petrolather. Lésung wird zum Ather 
riickstand (s. 0.) zugegeben, der Petrolather abdestilliert, die Losungsmittelrest 
bei 30° Badtemperatur im Wasserstrahlvak. entfernt, die erhaltene Fettmeng 
gewogen und auf das Leberfrischgewicht bezogen. 

Aortenaufarbeitung: Nach der Bestimmung des Frischgewichtes werde 
die Hiihner-Aorten 24 Stdn. in Aceton eingelegt, danach unzerkleinert im Soxhle 
auf Raschig-Ringen 24 Stdn. mit Athanol extrahie rt. AnschlieBend wird nae 
Wechseln des Kolbens mit Ather extrahiert. Danach werden die Aorten an de 
Luft und im nicht evakuierten Exsiccator (CaCl,) getrocknet. 

Die Riickstande von der Aceton-, Athanol- und Atherextraktion der Aort 
werden in Ather aufgenommen und durch eine Glasfritte G 4 in einen Spitzkolbe 
filtriert. Mit einer Wasserstrahlpumpe saugt man einen mit Hilfe eines Trocken 
turms getrockneten Luftstrom durch den Spitzkolben und blast dadurch der 
Ather weg. Uber Nacht werden die so gewonnenen Aortenlipide iiber Paraffin uni 
konz. Schwefelsiure bei schwachem Vak. im Exsiccator aufbewahrt. Danac! 
erfolgt die Wagung der Fettmenge. Das ecigentliche Aortentrockengewicht ett- 
spricht der Summe aus extrahierter Lipidmenge und dem Trockengewicht «s 
Aortenrestgewebes (s. « 

Serumaufarbeitung: Das nach Dekapiticren des Huhnes aufgefange! 
Blut wird zentrifugiert und das Serum mit einer Mischung von Athanol und per 
oxydfreiem Ather (3: 1) versetzt. Man gibt auf 10 cem Serum 200 cem der Athan’ 
Ather-Mischung wa laBt mindestens 24 Stdn. im Dunkeln stehen. Man filtrier 
durch Faltenfilter in einen 250-cem-Rundkolben und wascht GefaB und Filter m' 
Athanol, danach mit Ather aus. Zur Sicherheit wird das Filter im Soxhlet zuer’ 
6 Stdn. mit Athanol, danach 6 Stdn. mit Ather extrahiert. Dic Athanol-Ather 
Ausziige werden abdestilliert. die Riickstande in Petrolather gelést. Sollte de 
Riickstand der Serum-Athanol-Ather-Extraktion nicht ganz trocken sein, 80 set 
man der petrolatherischen Lésung etwas Natriumsulfat zu. Man filtriert die petr 
ather, Lésung durch eine Glasfritte G4 in einen gewogenen Kolben und entfer' 
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jon Petrolat her durch Destillation. Die letzten Petrolatherreste werden im Vakuum- 
ysiccator bei 60 bis 100 Torr verjagt. 

Cholesterinbestimmung?§: Die Trennung der Cholesterin-Ester vom 
jeien Cholesterin und anderen Lipidfraktionen erfolgt in ciner Aluminiumoxyd- 
siule, wonach die beiden Cholesterin-Fraktionen getrennt mit Hilfe der Tschugaeff- 
aktion kolorimetrisch bestimmt werden. 

Phosphatidbestimmung: Nach der bei Pregl-Roth*®*, beschricbenen 
Methode. 

Einzel- und Mittelwerte: Von den wichtigsten Versuchsdaten (Athero- 
matoser Befall, Fett- und Cholesterin-Gehalt der frischen Aorta, Leber-Gesamtfett 
ind -Cholesterin) bringen wir nachstehend Einzelwerte, von den tbrigen Er- 
wbnissen die Gruppen-Mittelwerte. Zusammenstellung aller Mittelwerte fur 
)954 in Tab. 3. fiir 1955 in Tab. 4. Die statistische Rechnung ergibt, daB die in der 
vorliegenden Arbeit als Effekte der Vitaminzufuhr gefundenen Unterschied 
qwischen Kontroll- und Vitamingruppen signifikant sind. Ausnahmen davon 
sind im Text vermerkt. 


1. Versuche mit Vitamin Kk, 
a) Versuche an alten Hithnern 
Zehn 3'/,-jahrige rebhuhnfarbene Italiener-Hennen, Versuchsdauer 109 Tage. 
Durchschnittliches Tiergewicht bei Versuchsbeginn 2090 g, zu Versuchsende 
280g. Dem Grundfutter (Legemehl) setzte man pro Tag und Tier 30 mg Vitamin K, 
mn. Als Kontrollgruppe dienten 10 gleichaltrige Italiener-Hennen, die zu derselben 
eit (97 Versuchstage) unter gleichen Bedingungen, jedoch ohne Zusatz von 
Vitamin K,, gehalten wurden. Die einzelnen Versuchsdaten der Kontrollgruppe 
su. bei 3a. Die Mittelwerte der Kontrollgruppe sind zum Vergleich in Tab. 3 
mit angegeben. 
Aorta: Makroskopische Beurteilung der Aorta (Kreuze pro Tier): 
0,5; 2,0; 2,5; 1,0; 2,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,0; 2,5. Mittel: 2,2. 
Gesamtfett-Gehalt der frischen Aorta in °%,: 
3,8; 2,6; —; 2,4; 2,6; 3,1; 3,8; 4,5; 2,5; 2,4. Mittel: 3,1. 
Freies und Ester-Cholesterin () in °,, des Aortenfrischgewebes: 
0,329 (0,054); 0,186 (0,072); ( ): O.IS8S1 (0,048); 0,899 (0.171); 
0,271 (0,153); 0,451 (0,102); 0,541 (0,147); 0,203 (0,070); 0,251 (6.101). 
Mittel: O31 (0,10). 
(Die Aorta des Tieres 3 diente zur histologischen Untersuchung.) 
Der Gesamtfett-Gehalt der getrockneten Aorta belief sich im Mittel auf 12.7". 
Im Aorten-Gesamtfett waren 10,0°, freies und 3,8°,, Ester-Cholesterin enthalten. 
Der Anteil der Phosphatide belief sich im Aorten-Gesamtfett auf 10,8°,,. im frischen 
Aortengewebe auf 0,35°%. 
Leber: Gesamtfett-Gehalt der Frischleber in °,: 
16,1; 10.6; 5,9; 16,2; 24,7; 10.4; 9,7; 6,6; 6.5; 10,2. Mittel: 11,7. 
Freies und Ester-Cholesterin () in mg pro 100g Frischleber: 
209 (31); 214 (52); 223 (19); 222 (30); 363 (38): 235 (—): 
234 (52); 296 (36); 259 (55); 280 (42). Mittel: 254 (41). 
b) Versuche an jungen Hahnchen 
Man benutzte weiBe Leghorn-Hahnchen, welche ,bei Versuchsbeginn 6. bis 


iWochen alt waren. Futter: 89°, Legemehl, 10°, Olivené], 1°, Cholesterin. 
Kontrollgruppe: 9 Hahnchen, 125 Versuchstage. 
*°-H. Schon u. F. Gey, diese Z. 303, 81 [1956]. 
_. *® Pregl-Roth, Quantitative organische Mikroanalyse, Springer Wien 1947, 
5. Aufl. S. 165. 





Aj} G. Weitzel, Ho.Schén, F.Gey up EK. Buddecke, Bl. BOM (1956 

Vitamin-K,-Gruppe: 8 Hahnehen, 122 Versuchstage. Vom 79. Tage ai 
setzte man pro Tag und Tier 33mg Vitamin K, (.-Phyllochinon) dem Grund 
futter zu. 

Aorta: Der makroskopisch sichtbare atheromatése Befall de: 
nicht nach Art des bei alten Hennen benutzten Punktsystems registriert wurde, 
war bei beiden Versuchsgruppen deutlich ausgepragt. Bei der Vitami: -Ky-Gruph 
war das AusmaB der Atherosklerose etwas geringer als bei der Kontro/| 


\orta, dey 


luruppe, 
Gesamtfett-Gehalt der frischen Aorta in °): 
a) Kontrollgruppe: 
Os 7323 8,05. 9; 
b) Vitamin-K,-Gruppe: 
7,5; 6,3; 4,8; 3,7; 5,6; 3,9; 5,5. Mittel: 5,3%. 
° des Aortenfrischgewebes 


2; 4,5; 3.9; 4.5; 11,1; 2,6. Mittel: 5,5°, 


Freies und Ester-Cholesterin () in 
a) Kontrollgruppe: 
0.214 (0,089); 0,662 (0,122); 0,109 (0,049); 0,062 (0,029); 0,213 (0,230); 
0,213 (0,246); 0,163 (0,129); 0,099 (0,041). Mittel: 0,22 (0,12). 
b) Vitamin-K,-Gruppe: 
0.222 (0.099): 0.063 (0,079); 0,097 (0,115); 0,147- (0.113); 
0,188 (0,227); (0,082) ; (0.041). Mittel: 0.14 (0.11). 


Der Gesamtfett-Gehalt der getrockneten Aorta belief sich im Mittel bei der 
Kontrollgruppe auf 19.6°,, bei der Vitamin-K,-Gruppe auf 15,9°,. Im Aorten- 
Gesamtfett betrug der Anteil an freiem Cholesterin im Mittel bei der Kontrol. 
gruppe 3,14°,, bei der K,-Gruppe 2.64°,; die entsprechenden Werte fiir das 
Ester-Cholesterin betrugen 2,93°,, bzw. 2,12°,. Der Phosphatidgehalt im Aorten- 
Gesamtfett belief sich bei der Kontrolle auf 2.2°,. bei den K,-Tieren auf 3,37", 
derjenige im frischen Aortengewebe auf 0,14 bzw. 0.16%). 

Leber: Gesamtfett-Gehalt der Frischleber in °,: 

a) Kontrollgruppe: , 
8.6; 6,6; 4.9; 6.8; 6.2; 5.4; 6.5; 4.3; 6.2. Mittel: 6.2. 
b) Vitamin-K,-Gruppe: 
O31; 10,0; 853; ; 6,5; 8,0; 6,2; 8,0. Mittel: 8,0. 
Freies und Ester-Cholesterin () in mg pro 100 g Frischleber: 
a) Kontrollgruppe: 
520 (1522); 462 (1020); 369 (589); 435 (1404); 553 (786); 493 (625); 
923 (927). Mittel: 536 (982). 
b) Vitamin-K,-Gruppe: 
701 (2349); 807 (2570); 876 (1125); 608 (862); 
897 (1280). Mittel: 753 (1463). 


867 (1206); 515 (848); 


Mittlere Verseifungszahl des Leberfettes: 183.8 bei Kontroll-, 175, |i 


K,-Gruppe. Jodzahl-Durchschnitt: 72,9 bzw. 74,0. 


2. Versuche mit den Vitaminen A und E (1953 Géttingen) 


4-jahrige rebhuhnfarbene Italiener-Hennen gleicher Herkunft. Grundfutter 


Legemehl. 
a) Kontrollgruppe 1953: 9 Tiere, Versuchsdauer 80 Tage. Nahrung 
Grundfutter ohne Zusatze. 
Aorta: Makroskopische Beurteilung der Aorta (Kreuze pro Tier): 
2,5; 2,0; 2,5; 2,0; 2,0; 3,5; 2,0; 3,0; 2,0. Mittel: 2,4. 
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age al Gesamtfett-Gehalt der frischen Aorta in °,: 

Grund 5.9; + 64; 6:7; 8,1; 637; 9:3; 11,4; 8,2: Mitte): 7,7°,. 
Phosphatide im Aorten-Gesamtfett 2,8°,, im Aortenfrischgewebe 6,21", als 

rta, der (Gruppendurchschnitt. : 

‘aa Leber: Gesamtfett-Gehalt der Frischleber in °,,: 

—— 7.5; 6.4; 10,6; 6,8; 6,0; 11,2; 5.6; 8.3; 9.2. Mittel: 7.9%, 


ppe. : : : Poe 
Freies und Ester-Cholesterin () in mg pro 100 g Frischleber: 


160 (— ); 268 (69); 257 (90); 230 (132); — (45); 287 (106); 
217 (120); 299 (67); 120 (38). Mittel: 229 (83). 

Die Verseifungszah] des Leberfettes belief sich im Durchschnitt auf 197.6, die 
Jodzah] auf 62,4. 

Serum: Als Gruppendurchschnittswerte fand man in 100 com Serum: 867 mg 
Gesamtfett, 40,5 mg freies Cholesterin, 62,0 mg Cholesterin-Ester und 91 mg 
Phosphatide. 

b) Vitamin-A-Gruppe 1953: 10 Tiere. Versuchsdauer 78 Tage. Pro Tag 
und Tier setzte man dem Futter 10 mg krist. Vitamin-A-palmitat zu. 

Aorta: Makroskopische Beurteilung der Aorta (Kreuze pro Tier): 

1.5; 1,5; 1,5; 1,5; 2.5; 1,0; 1.0; 1,0; 0,5; 2,5. Mittel: 1,5. 


Gesamtfett-Gehalt der frischen Aorta in °,: 


Lelie 5,0; 11.2; 7,8; 5,0; 4.6; 3.6; 2.9; 6.5; 7.6; . Mittel: 6.0. 

Aorten- Phosphatide im Gruppendurchschnitt: 3.1°,, im Aorten-Gesamtfett, 0,2°,, im 
ontroll. Aortenfrischgewebe. 

fiir das Leber: Gesamtfett-Gehalt der Frischleber in °,: 

ren HI; 8.0; 8.6; 14.1; 92; 110: 7.8: — : 16.1; 12.9. Mittel: 11,0. 


Freies und Ester-Cholesterin (.) in mg pro 100g Frischleber: 
; 255 (76); 364 (20); 260 (49); 292 (62); 296 (85): 
242 (43): 384 (106); 301 (99): 319 (79). Mittel: 301 (69). 
_ Gruppendurchschnitt der Verseifungszah] des Leberfettes 209.8, der Jod- 
zahl 64,6. 

Serum: Als Gruppendurchschnittswerte fand man in 100 com Serum: 992 mg 
(resamtfett, 27,5 mg freies Cholesterin, 61,5 mg Cholesterin-Ester und 157 mg 
Phosphatide. 

c) Vitamin-E-Gruppe: 7 Tiere, Versuchsdauer 75 Tage. Pro Tag und Tier 
setzte man dem Futter 50 mg pi-.-Tokopherol-acetat zu. 

Aorta: Makroskopische Beurteilung der Aorta (Kreuze pro Tier): 

2,0; 3,0; 2,0; 2.5; 1,0; 2,5; 1,0. Mittel: 2,0. 

Gesamtfett-Gehalt der frischen Aorta in °,: 

5,3; 7,0; 3,6; 7,6; 4,7; 5.7; 4,8. Mittel: 5.5. 
Gesamtfett-Gehalt der getrockneten Aorta im Mittel 15.3°,. 
Leber: Gesamtfett-Gehalt der Frischleber in °,: 

6,0; 10,0; 7.4; 9.1; 5,5: 11,8; 5.5. Mittel: 7.9. 

Freies und Ester-Cholesterin () in mg pro 100 g Frischleber: 
futter 272 (31); 298 (121); 284 (44); 274 (37); 255 (67); 278 (22). Mittel: 277 (54). 


Die Verseifungszah] des Leberfettes belief sich im Durchschnitt auf 222.0. dic 
hrung Jodzahl auf 71,8. 


Serum: Als Gruppendurchschnittswerte fand man in 100 cem Serum: 927 mg 
‘esamtfett, 32,7 mg freies Cholesterin, 48,9 mg Cholesterin-Ester und 76 mg 
Phosphatide. 
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Tab. 3. Gruppen-Mittelwerte der Lipid-Analysen 1954 (Go6tting 





Vitamin | Vitamin | Vitamin | Vitamin 


A, As K | (A+) 


Lipid-Fraktionen Kontrolle 





Aorta: 


Makroskopischer Aorten- 
befund (Kreuze pro Tier) 8 1,3 
Gesamtfett-Gehalt der fri- 
schen Aorta ..... 3.6 2; 234 
CGesamtfett-Gehalt der ge- 
trockneten Aorta. . ; 2 8,9 
Freies Cholesterin im 
Aorten-Gesamtfett . . . ee 2 14,6 
Ester-Cholesterin im 
Aorten-Gesamtfett . . . Fe & 6,4 
Freies Cholesterin im fri- 
schen Aortengewebe . . 0,28°% 0,31°, 0,29% 0,32°,, 
Ester-Cholesterin im _ fri- : 
schen Aortengewebe . . 013% 014°, 014°, 0,14", 
Freies Cholesterin im trok- 
kenen Aortengewebe . . 12%, 1.33% i Pa 1,22% 
Ester-Cholesterin im trok- 
kenen Aortengewebe . . 0,52°% 0,59°, 0,54°, 0,53°,, 
Phosphatide im Aorten- 
Gesamtfett 2... . 10,3 % 15,4 % 10,7 °% 
Phosphatide im frisc chen 
Aortengewebe . 7" 0,39% 0,41°, 0,27% 
Phosphatide im troc ske- 
nen Aortengewebe . . . 1,56% 1,75% 1,04°, 


oO 





Leber 


Gesamtfett-Gehalt der 
Frischleber . . . . . . i. 5,9 % 10%. i dae 91 
VZ des Leberfettes . . .| 215, 206,2 190,0 208.0 203.0 
JZ des Leberfettes. . . . 2.$ 70, 63,7 57,1 53,0 
Freies Cholesterin in 100 g 
Frischleber .. . . . . .| 286 g| 227 271 mg] 278 mg| 243 m 
Ester-Cholesterin in 100 g 
Frischleber . . . . . «| 56 5: 52 mg} 59 mg} 101 m 
Phosphatide in 100 g 
Frischleber . . . . . . {1750 7 1710 mg {2010 mg{1740 my 





Serum: 


Gesamtfett in 100 cem 
Serum... .| 805 mg] 596 mg| 634 mg] 709 mg 
FreiesC holesterin i in 100c cm 
Serum ... ; 25,0mg} 29,9mg] 23,0mg| 32,5mg 
Ester-C holesterin i in 1006 “em 
Serum. . .| 645mg} 759mg] 52,3mg| 92,6mg 
Phosphatide in 100 com 
Serum ........{| 121 mg| 121 mg] 131 mg} 173 mg 
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(1956 
8 Versuche mit den Vitaminen A, EF und A- E (1954 Gottingen) 
Alle Versuche mit gleichaltrigen, 31',-jahrigen Italiener-Hennen  gleicher 
tere Herkunft. Grundfutter: Legemehl. 

a a) Kontrollgruppe 1954: 10 Tiere, Versuchsdauer 97 Tage. Nahrung: 
Grndfutter ohne Zusatze. Mittleres Tiergewicht bei Versuchsende: 1830 g. bei 
Versuchsbeginn: 1920 g. , 

Aorta: Makroskopische Beurteilung der Aorta (Kreuze pro Tier): 
2.0; 0,5; 3,0; 1,0; 1,5; 2,0; 2,0; 1,0; 3,0; 1,5; 2,0. Mittel: 1,8. 
Vie Aorten Nr. 3 und 7 wurden histologisch aufgearbeitet). 
Gesamtfett-Gehalt der frischen Aorta in °,: 
4,2; 2,6; 4,0; 2,9; 3,5; 2,4; 3,1; 5,4; 4.6. Mittel: 3,6. 
Freies und Ester-Cholesterin () in °, des Aortenfrischgewebes: 
253 (0.220); 0,240 (0,086); (0,071); 0.297 (0,094); 0,369 (0.184): 
0.244 (0,114): 0.410 (0,142); 0.181 (0.037); 0,231 (0,219). Mittel: 0.28 (0.15). 
2,7 ° Leber: Gesamtfett-Gehalt in °,, der Frischleber: 
7,5; 5,6; 5,7; 6,7; 4,7; 5,6; 5,4; 6,4; 5,9; 4.6; 8,2. Mittel: 6.0°,. 
0,16" Freies und Ester-Cholesterin () in mg pro 100 g Frischleber: 


ong 365 (89); 267 (84); 299 (130); 215 (28): 247 (45); 325 (71): 
ti 280 (39); 283 (47); 309 (56); 201 (25); 273 (34). Mittel: 280 (56). 
Serum: Mittelwerte siehe in Tab. 3. 
b) Vitamin-A-Gruppe 1954/1: 10 Tiere, Versuchsdauer 98 Tage. Dem 
Futter gab man pro Tag und Tier 7 mg krist. Vitamin-A-palmitat bei. Durch- 
whnittliches Tiergewicht bei Versuchsbeginn: 2000 g, zu Versuchsende: 1830 g. 


Aorta: Makroskopische Beurteilung der Aorta (Kreuze pro Tier): 
2,0; 1,5; 0,5; 1,5; 1,5; 0,5; 1,5; 1,0; 0,5; 0,5. Mittel: 1,1. 

Gesamtfett-Gehalt der frischen Aorta in °,: 
2,4; 3,6; 3,1; —; 2,4; 3,6; 3,2; 2,4; 2,2; 2,6. Mittel: 2,8. 


Freies und Ester-Cholesterin () in °, des Aortenfrischgewebes: 
( ); 0,206 (0.053): 


0,286 (0,116); 0.462 (0,192); 0.382 (0.205); 
0,358 (0,250); 0,403 (0,188); 0,280 (0,141); 0.215 (0,048); 0.195 (0.048). 


Mittel: 0.31 (0,14). 
Die Aorta von Tier 4 wurde zur histologischen Untersuchung benutzt. 


Leber: Gesamtfett-Gehalt der Frischleber in °,. 
; 6,3; 6,7; 6,7; 3,7; 5,7; 7,9; 6,4; 4,1; 6,3. Mittel: 5,9%. 
Freies und Ester-Cholesterin () in mg pro 100g Frischleber: 
(— ); 237 (52); (— ); ( ): 165 (38); 

230 (42); 263 (62); 220 (70); 261 (67); 210 (34). Mittel: 227 (52). 

Serum: Mittelwerte siehe Tab. 3. 
_ ¢) Vitamin-A-Gruppe 1954/2: 9 Tiere. Versuchsdauer 96 Tage. Dem 
Futter setzte man pro Tag und Tier ebenfalls 7 mg Vitamin-A-palmitat zu. jedoch 
in Form der emulgierten Arovit-Liésung (Roche). Mittleres Tiergewicht bei Ver- 
suchsbeginn: 1960 g, bei Versuchsende 1620 g. 

Aorta: Makroskopische Beurteilung der Aorta (Kreuze pro Tier): 
61,4m: 1.0; 1.5; 1.0; 0.0; 2.5; 1,5; 1,5; 0.5; 2.5. Mittel: 1,3. 


25,3 mg 


Gesamtfett-Gehalt der frischen Aorta in °): 
3,0; 1,4; 2,3; 2,3; 2,5. Mittel: 2,3%. 


2,0; 20s 159s 2.53. 3} 


- 


13° m 
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Freies und Ester-Cholesterin () in °,, des Aortenfrischgewebes : 

0.322 (0,150); 0,229 (0,180); 0,257 (0,116); 0,221 (0,127); 0,340 (0,109); 
0,292 (0,116); 0,264 (0,116); 0,265 (0,140); 0,406 (0,220). Mittel: 0.29 (0,14) 
Leber: Gesamtfett-Gehalt der Frischleber in °,. 
7,9; 9.2; 5.6; 6.4; 5.8; 6.9; 5,8; 6,9; 8,6. Mittel: 7,0°,. 
Freies und Ester-Cholesterin () in mg pro 100 g Frischleber: 
274 (110); 282 (68); 226 (45); 266 (53); 280 (43); 208 (75 
307 (63); 321 (39); 273 (60); Mittel: 271 (62). 

Serum: Mittelwerte siehe in Tab. 3. 

d) Vitamin-E-Gruppe 1954: 8 Tiere, Versuchsdauer 100 Taye. Pro Tay 
und Tier setzte man dem Futter 35 mg pL-x-Tokopherol-acetat zu. Mittleres Tier. 
gewicht bei Versuchsbeginn 2120 g, bei Versuchsende 1950 g. 

Aorta: Makroskopische Beurteilung der Aorta (Kreuze pro Tier): 

2,5: 2,5; 3.5; 2,0; 1,5; 1,0; 2,0; 1,0. Mittel: 2,0. 

Gesamtfett-Gehalt der frischen Aorta in °,: 

2:8; 3:8; ; 3.8; 2,9; 3.6; 3.6; 2.6. Mittel: 3,3. 
(Aorta des Tieres Nr. 3 zur histologischen Aufarbeitung.) 

Freies und Ester-Cholesterin () in °, des Aortenfrischgewebes: 

0,352 (0.161); 0,420 (0,211); ( ): 0,420 (0,156); 0.321 (0,118); 

0,238 (0.100); 0,328 (0,157); 0.172 (0,065). Mittel: 0,32 (0.14). 

Leber: Gesamtfett-Gehalt in °, der Frischleber: 

5,0; 5.9; 10,1; 6,0; 8,5; 8,4; 5,6; 8,3. Mittel: 7,2. 

Freies und Ester-Cholesterin () in mg pro 100g Frischleber: 

216 (46); 211 ( —); 273 (67); 301 (75); 282 (59); 346 (59); 
226 (69); 366 (42). Mittel: 278 (59). 

Serum: Mittelwerte siehe in Tab. 3. 

e) Vitamin-(A+ E)-Gruppe 1954: 9 Ticre, Versuchsdauer 99 ‘Tage. Mai 
setzte pro Tag und Tier dem Grundfutter 7 mg krist. Vitamin-A-palmitat und 
35 mg pL-\-Tokopherol-acetat zu. Mittleres Tiergewicht bei Versuchsbeginn 1970 ¢, 
bei Versuchsende 2020 ¢. 

Aorta: Makroskopische Beurteilung der Aorta (Kreuze pro Tier): 

0,5; 0.0; 1.5; 2.0; 0,0; 0,0; 0,5; 0,0; 1,0. Mittel: 0.55, 

Gesamtfett-Gehalt der frischen Aorta in °,: 

2,4; 1,7; 4,1; —; 2,2; 1,6; 2,0; 2,2; 2,2. Mittel: 2,3. 
(Aorta des Tieres Nr. 4 zur histologischen Aufarbeitung.) 
_ Freies und Ester-Cholesterin () in °, des Aortenfrischgewebes: 
0,172 (0,025); 0,162 (0,021); 0,161 (0,080); ( ); 0.040 (0,061); 
0,181 (0,036); 0,218 (0,055); 0,228 (0,143); 0,133 (0.077). Mittel: 0,16 (0,06 
Leber: Gesamtfett-Gehalt der Frischleber in °,: 
9,8; 6,6; 11.3; 7,6; 9,2; 10,8; 6,3; 12,4; 8,0. Mittel: 9,1. 


0 


Freies und Ester-Cholesterin () in mg pro 100g Frischleber: 
243 (95); 150 (67); 217 (73); 273 (155); 256 (99); 246 (107); 
262 (92); 257 (80); 284 (145). Mittel: 243 (101). 


> 


Serum: Mittelwerte sieche in Tab. 3. 


4. Versuche mit den Vitaminen A und A+ E (1955 GieBen) 
Alle Versuche mit 314-jahrigen Italiener-Hennen gleicher Herkunft. Grun/ 
futter: 70°, Legemehl, 30°, Tapiokamehl, Zusatz von 5 ccm Olivenél pro Tag 
und Tier. 





re. Mai 


fat und 
1970 ¢, 


) 


Grund 


ro Tag 
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Tab. 4. Gruppen-Mittelwerte der Lipid-Analysen 1955 (GieBen). 





ene ; : | Vitam Vitami Weibe 
Lipid-Fraktionen Kontrolle| * "4" — ar 
A Leghorn 





——— 


Aorta: 

Makroskopischer Aortenbefund 
(Kreuze pro Tier) ...... 
esamtfett-Gehalt der frischen 


Aorta . . a ae eae eer 
(esamtfett-Ge ‘halt. der getrockne- 
ten Aorta . 
Freies Cholesterin im ; Aorten- Ge -samt- 
fett. ea ee a ee 
Ester-( Soto ae rin im eee, eer 
fett . 
Freies C hole “ rin im ‘frise he n Aorten- 
gewebe . . 0,35°,, BB°, 0.19% | 0.33°,, 
Ester-Chole: aterin im ‘frischen ‘Aorten- 

gewebe .. . ae 0,12% 13° 0.062, | 0.12%, 
Freies Chole: sterin. im ‘teed skenen 
Aortengewebe . . . aus 1,39% 6 AE 0,96°,, 
Ester-Cholesterin im troc skenen 
Aortengewebe . . 0,49°,, 
Phosphatide im Aorten- Gesamtfett 41 % 
—e* im frischen Aorten- 
gewebe. 01% 0,68°,, 
Phosphat ide im ‘troc kener n Aorten- 
EME E Ss Goo oootek esc es elon Bs: 3,039, Ss = 





Leber: 
(esamtfett-Gehalt der Frischleber . 53° %, 5) la A 5.5% : 
Freies Cholesterin in 100 g Frischleber | 242. mg} 151 mg} 238 mg] 242 
Ester-Cholesterin in 100 g Frischleber 51 mg] 139 mg] 171 mg] 65 
Phosphatide in 100g Frischleber . . |1800 mg {1970 mg |2110 mg |1935 





Serum: 
(iesamtfett in 100 cem Serum . . . | 868 mg{ 693) mg| 581) mg] 796 mg 
Freies Cholesterin in 100 cem Serum. 32.3mg] 244mg} 195mg} 36.3 my 
Ester-Cholesterin in 100 cem Serum . 553mg} 453mg} 64.2mg] 70.1 my 
Phosphatide in 100 ecem Serum. . . | 123) mg} 108 mg] 84 mg | 288 my 














a) Kontrollgruppe 1955 
Parallelversuch mit 10 Tieren, welche nur das Grundfutter erhielten. Ver- 
suchsdauer 75 Tage. Durchschnittliches Tiergewicht zu Versuchsbeginn 1880 g. 
a Versuchsende 1820 g. 
Aorta: Makroskopische Beurteilung (Kreuze pro Tier): 
1,5; 0,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 1,0; 3,5; 1,5; 2,5. Mittel: 1,9. 
Gesamtfett-Gehalt der frischen Aorta in °,: 
5,2; 4,8; 5.6; 6.8; 4.8; 5.9; 8.4; 7.9; 8.3: 7.2. Mittel: 6,5 
Freies und Ester-Cholesterin () in °, des Aortenfrischgewebes: 
0.221 (0,095); 0,308 (0,112); 0.361 (0,082); 0.257 (0,099); 0,288 (0,155): 
0,364 (0.124); 0.335 (0.075): 0,420 (0.125): 0.383 (0,149); 0.561 (0,199). 
Mittel: 0,35 (0,12). 
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Leber: Gesamtfett-Gehalt in °, der Frischleber: 
5,2; 4,7; 3,5; 5,8; 5,8; 5,5; 5,5; 6,4; 4,7; 5,4. Mittel: 5,3. 
Freies und Ester-Cholesterin () in mg pro 100 g Frischleber: 
278 (88); 220 (34); 304 (65); 236 (37); 272 (64); 255 (44); Iss (23); 
228 (58); 245 (22); 198 (71). Mittel: 242 (51). 
Serum: Mittelwerte sieche in Tab. 4. 
b) Vitamin-A-Gruppe 1955 
10 Tiere, Versuchsdauer 92 Tage. Dem Grundfutter setzte man pro Tag und 
Tier 10 mg Vitamin-A-palmitat zu, 'emulgiert in Form der Arovit-Losuny (Roche), 
Durchschnittliches Tiergewicht zu Versuchsbeginn 1860 g, zu Versuchsende 160 g, 
Aorta: Makroskopische Beurteilung (Kreuze pro Tier): 
0,5; 1,0; 1,5; 3,5; 0,5; 0,0; 1,5; 1,0; 2,0; 0,0. Mittel: 1,2. 
Gesamtfett-Gehalt der frischen Aorta in °): 
4,4; 7.6; 5.8; 3.9; 3,2; 3,9; 4,8; 3,2; 3,2; 3,1. Mittel: 4,3. 
Freies und Ester-Cholesterin () in °, des Aortenfrischgewebes: 
0,390 (0,079); 0,231 (0,137); 0,484 (0,196); 0,485 (0,135); 0,142 (0,065); 
0,146 (0,040); 0,398 (0,162); 0,385 (0,182); 0,338 (0,163); 0,254 (0,099). 
Mittel: 0,33 (0,13). ; 
Leber: Gesamtfett-Gehalt in °, der Frischleber: 
4,5; 5,6; 5,7; 5,6; 3,9; 5,8; 2,8; 5,5; 5,8; 5,3. Mittel: 5,1. 
Freies und Ester-Cholesterin () in mg pro 100 g Frischleber: 
223 (234); 219 (231); 148 (149); 171 (75); 82 (116); 119 (86); 
51 (65); 189 (167); 165 (223); 150 (39). Mittel: 151 (139). 
Serum: Mittelwerte siehe in Tab. 4. 
ec) Vitamin-(A+ E)-Gruppe 1955 
9 Tiere, Versuchsdauer 93 Tage. Pro Tag und Tier gab man zum Grundfutter 
10 mg Vitamin-A-palmitat (als Arovit-Lésung emulgiert) und 50 mg DL-1-Toko- 
pherol-acetat. Durchschnittliches Tiergewicht zu Versuchsbeginn 1890 g, zu Ver- 
suchsende 1650 g. 
Aorta: Makroskopische Beurteilung (Kreuze pro Tier): 
0,0; 0,0; 1,5; 1,5; 0,0; 1,0; 0,5; 0,0; 0,5. Mittel: 0,55. 
Gesamtfett-Gehalt der frischen Aorta in °%: 
1,7; 2,9; 2,7; 4,8; 3,7; 3,8; 5,0; 2,3; 3,9. Mittel: 3,3. 
Freies und Ester-Cholesterin () in % des Aortenfrischgewebes: 
0,000 (0,000); 0,113 (0,013); 0,253 (0,105); 0,201 (0,075); 0,158 (0,047); 
0,211 (0,069); 0,412 (0,129); 0,143 (0,017); 0,271 (0,051). 
Mittel: 0,19 (0,06). 
Leber: Gesamtfett-Gehalt in °, der Frischleber: 
5,7; 4,4; 3,1; 6,2; 6.4; 6,0; 5,0; 6,9; 5,6. Mittel: 5,5. 
Freies und Ester-Cholesterin () in mg pro 100 g Frischleber: 
206 (250); 266 (150); 255 (134); 189 (230); 283 (117); 279 (103); 
203 (151); 170 (79); 289 (321). Mittel: 238 (171). 
Serum: Mittelwerte siehe in Tab. 4. 


0 


d) WeiBe Leghorngruppe 


Zehn 3- bis 4-jahrige weiBe Leghornhennen, die zum Vergleich mit den gleich- 
altrigen rebhuhnfarbenen Italiener-Hennen im Spaitsommer 1955 untersucht wurden. 
Durchschnittliches Tiergewicht 1590 g. 
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Aorta: Makroskopische Beurteilung (Kreuze pro Tier): 
0.0: 1.5; 1,0; 0,0; 0,0; 0,5; 1,0; 1,0; 0,0; 4,5. Mittel (ohne Tier 10): 0.6. 


oO 


Gesamtfett-Gehalt der frischen Aorta in °,: 
9,2; 8,2; 5,5; 15,1; 14,2; 7,2; 6,5; 7,3; 7,9; 5,9. Mittel: 8,7. 
Freies und Ester-Cholesterin () in °, des Aortenfrischgewebes: 
( ); 0,233 (0,057); 0,348 (0.177); 0,558 (0.268); 0.397 (0.175); 
0.277 (0,057); 0,195 (0,050); 0,319 (0,094); 0,290 (0,108); 0.416 (0.261). 
Mittel: 0,33 (0,12). 
Leber: Gesamtfett-Gehalt in °, der Frischleber: 
3,9; 4,7; 6,0; 4,5; 5,7; 5,7; 4,4; 3,6; 3,6; 5,6. Mittel: 4,8. 
Freies und Ester-Cholesterin () in mg pro 100 g Frischleber: 
225 (22); 295 (60); 144 (18); 281 (64); 256 (37): 256 (161): 
197 (44); 253 (23); 238 (162); 274 (65). Mittel: 242 (65). 


Serum: Mittelwerte siehe in Tab. 4. 


Fiir wertvolle experimentelle Mitarbeit danken wir Fraulein Dr. Anna-Maria 
Fretzdorff. Fraulein Dr. Ursula Roester und Herrn Horst Schoeneck (Medi- 
zinische Vorschungsanstalt, G6ttingen) sowie Fraulein Gertrud Andresen, Frau- 
lein Dr. Doris Kraft und Fraulein Eva Gowin (Physiol.-Chem. Institut, GieBen). 

Fiir Uberlassung der Vitaminpraparate danken wir der Deutschen Hoff 
mann-La Roche AG, Grenzach. 


Zusammenfassung 


Atherosklerotische alte Hennen erhielten 75 bis 100 Tage lang hohe 
Dosen der Vitamine K,, A und E oral. Die einzelnen Aorten wurden 
nach makroskopischer Beurteilung fettchemisch aufgearbeitet und die 
Gesamtlipide aus Leber und Serum isoliert. In allen Gesamtfett-Frak- 
tionen bestimmte man getrennt das freie und veresterte Cholesterin 
sowie die Phosphatide. 

Vitamin K, lieB keine Beeinflussung der Atherosklerose bei alten 
Hennen (und cholesteringefiitterten Hahnchen) erkennen. Bei Vita- 
min E lag, wenn iiberhaupt, nur bei sehr hohen Dosen eine geringfiigige 
anti-atherosklerotische Wirkung vor. 

Dagegen zeigte Vitamin A in allen Versuchsgruppen makro- 
skopisch deutlichen Riickgang des atheromatésen Befalls. verbunden 
mit Senkung des Gesamtfettgehaltes der Aorten. Am wirksamsten 
erwies sich die kombinierte Verabreichung der Vitamine A und E, 
welche zu einem sehr erheblichen Riickgang der Fett-Plaques. des 
Gesamtfett- und des Cholesterin-Gehaltes der Aorten fiihrte. 

In der Leber zeigten die A-+ E-Gruppen, zum Teil auch die 
A-Gruppen, eine auffallende Verschiebung im Verhiltnis der Cholesterin- 
Fraktionen zugunsten des Ester-Cholesterins. Die Lipid-Analysen des zu 


Versuchsende gewonnenen Serums zeigten keine charakteristischen 
Veriinderungen. 
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Summary 


Old atherosclerotic hens were given large oral doses of \itamin K, 


A and E for periods between 75 and 100 days. The individual aorta 
were examined macroscopically, the fats extracted and the total lipides 
from the liver and serum isolated. Free and esterified cholesterol and 


phosphatides were determined separately in all total fat fra tions. 
Vitamin K, was found to have no effect on atherosclerosis in th 
case of old hens or of young cockerels fed with cholesterol. A <\ight anti. 
atherosclerotic effect was observed with vitamin E in a few cases wit} 
very large doses. With vitamin A on the other hand macroscopic ex. 


amination showed a marked regression of the atheromatosis in all the 


test groups, this being accompanied by reduction of the total fat conten 


of the aorta. The combined administration of vitamin A and E wa 


found to be the most effective and produced a very considerable dimin. 
ution of the fat plaques and of the total fat and cholesterol content o/ 
the aorta. 

The A and E groups, and in some cases the A groups, showed a 
striking shift in the composition of the cholesterol fractions in the live 
in favour of the cholesterol esters. Lipide analysis of the serum obtained 
at the conclusion of the experiments showed no characteristic differences 
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Kine neue Fibrinogenbestimmung 
durch Invertseifentitration 
Von 
W. Grif und K. H. Kimbel 
Aus der Medizinischen Universitaétsklinik Erlangen, Direktor Prof. Dr. N. Henning 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Marz 1956) 


Die geringe Verbreitung der Fibrinogenbestimmung im Plasma ist 
uicht zuletzt auf den notwendig groBen zeitlichen und apparativen Auf- 
yand zuriickzuftihren. 

So nimmt die klassische Methode der Veraschung und Stickstoffbestimmung 
in Fibringerinnsel nach Cullen und van Slyke! fast eine Stunde in Anspruch; 
lie kolorimetrische Bestimmung des EiweiBgehaltes im Gerinnsel mit der Biuret- 
vaktion oder an Hand des Tyrosingehaltes? erfordert neben geraumer Zeit zum 
Ansatz der Farbreaktion ein zuverlassiges Photometer. Der Triibungsmessung® des 
wit NaCl oder anderen Salzen dispers gefallten Fibrinogens haften neben gleichem 
neBtechnischem Aufwand alle Nachteile nephelometrischer Messungen an kolloi- 
lalen Lésungen, wie py-, Temperatur- und TeilchengréBeabhangigkeit an. Die 
sravimetrische Bestimmung am getrockneten Gerinnsel und Ammoniumsulfat- 
uiederschlag? setzt eine subtile Technik voraus; die direkte Nephelometrie des 
fibrinhaiutchens® diirfte, wie die Refraktometrie und Zentrifugierverfahren®, den 
jeutigen Genauigkeitsanspriichen kaum geniigen. 


Es lag daher nahe, die von Chinard? 1948 in die Klinik eingefiihrte 
Proteinbestimmung mit Invertseifen, die bei einem Bruchteil der ge- 
iannten Arbeitszeiten nur eine Biirette erfordert, auf ihre Brauchbarkeit 
ir die Analyse des Fibrinogengehaltes im Blute zu priifen. Wie wir 
kirzlich nachgewiesen haben§, eignet sich die Reaktion wegen des fiir 
die einzelnen Proteinfraktionen verschieden starken Ausfalles nicht fiir 
lie Bestimmung des GesamteiweiBgehaltes, wohl aber einzelner, ab- 


1G. E. Cullen u. D. D. van Slyke, J. biol. Chemistry 41, 587 [1920]; vgl. 
uch J. Baumann, Z. ges. exp. Med. 68, 707 [1929]; H. Theorellu. G. Widstrém, 
cbenda 75, 692 [1930]; P. E. Howe, J. biol. Chemistry 49, 109 [1921]; 57, 235 
1923]; F. Rappaport u. G. Geiger, Klin. Wschr. 13, 563 [1934]. 

*H.Wu, J. biol. Chemistry 51, 33 [1922]; A. J. Quick, The hemorrhagic 
liseases, C.C. Thomas, Springfield 1942. 

_ §*S8t.Rusznyak u. I. Barat, Biochem. Z. 141, 476 [1923]; W. Gerok. 
diese Z. 291, 129 [1952). 

‘D.P. Foster u. G.H. Whipple, Amer. J. Physiol. 58, 365 [1921/22]; 
H.C.Gram, J. biol. Chemistry 49, 279 [1921]; H. Reye, zit. n. L. Lewinski, 
Mligers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 100, 611 [1903]. 

°K. Klinke u. G. Elias, Z. ges. exp. Med. 77, 717 [1931]. 

°F. H. Schulze, Das Fibrinogen, VEB Georg Thieme, Leipzig 1953. Zu- 
ummenfassende Darstellungen bei W. Starlinger, Biochem. Z. 140, 203 [1923]; 
M8, 179 [1923]. 

‘FP. Chinard, J. biol. Chemistry 176, 1439 [1948]. 

*K.H. Kimbel u. M. Amon, diese Z. 298, 98 [1953]. 
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trennbarer einheitlicher Fraktionen. Wenn auch Klingen!:erg ye. 
mutet, daB das Fibrinogen aus mehreren Fraktionen beste it, diirfe 
wir doch nach den bisherigen Erfahrungen annehmen, daB in: Falle de 
Uneinheitlichkeit die Zusammensetzung konstant bleibt. 

Zur Abtrennung des Fibrinogens aus dem Plasma steht ‘ieben ‘de 


bei kleinen Mengen nicht sehr zuverlassigen Aussalzung dic Falluny 
als Fibrin durch Recalcifizierung des Plasmas zur Verfiiving. Da 


Gerinnsel kann in Lauge wieder gelést und sein EiweiBgehalt titrier 
werden. Ein etwaiger Unterschied im Triibungsgrad zwische:i native) 


Fibrinogen und alkaligeléstem Fibrin laBt sich durch entsprechenk 
V A P a = ‘ ™ ™e . ; = 

orbehandlung des zur Eichung verwendeten Fibrinoge:priparat, 
leicht ausschalten. Eine weitere Moéglichkeit zur Bestimiaung des 
Fibrinogengehaltes bietet sich aus der Differenz der Invertseifep. 


titration von Serum und Plasma des gleichen Individuums. Hier js 
zur Eichung das unverinderte Fibrinogen zu verwenden. Wir habe: 
beide Methoden ausgearbeitet und ihre Reproduzierbarkeit und Uber. 
einstimmung mit der kjeldahlometrischen oder gravimetrischen Method 
iiberpriift. 

Bei Ausfaillung des Gerinnsels durch Recalcifizierung wa 
zunachst zu untersuchen, womit dieses wieder gelést werden konnte 
ohne die friiher untersuchten Reaktionsbedingungen zu stéren. Nach 
einigen Versuchen mit Harnstofflésungen und verschiedenen Lauge: 
erwies sich eine 2-n. Natronlauge am ginstigsten. Bei einer Auflésung. 
zeit von etwa 10 Min., die durch Einstellen in einen Thermostaten be 
37° noch verkiirzt werden kann, erhaélt man nach Verdiinnung mit dey 
vierfachen Volum 0,9-proz. Kochsalzlésung ein px von 12,5, wobei di 
Titration glatt vonstatten geht. Bei den meisten handelstiblichen Invert. 
seifen bewegt man sich dabei auf dem Plateau der py-Abhingigkeits 
kurve’. Die durch den Zusatz verschieden groBer EiweiBmengen bei der 
Fibrinogenbestimmung eintretende py-Verschiebung ist so klein, dal 
man fiir praktische Zwecke von einer Pufferung absehen kann. Zuden 
ist die Einhaltung eines absoluten pq-Wertes bei der Titration in starker 
alkalischem Milieu nicht notwendig, wenn man die Eichkurve bei de 
gleichen Laugenkonzentration aufstellt, wie diejenige bei der spatere 
Messung. Um die Methode auch fiir die klinische Praxis geeignet 2 
halten, bestimmen wir den Titrationspunkt bei dem oben skizzierte 
Vorgehen visuell am Verschwinden der Teilung eines untergelegte 
Millimeterpapiers, was gedruckten Textvorlagen mit verschiedene 
Schriftgr6Be und der Gefahr des Einpragens des Textes itiberlegen 1 
sein scheint. Wir verwendeten bei dieser und der folgenden Methode dis 
Priparat Q 750 (Methyl-oxyalkyl-alkoxyalkyl-benzylammoniumchlonid 
es sind aber fast alle handelsiiblichen Invertseifenpraparate verwendbu! 

Bei Anwendung des Differenzverfahrens muB man sich daribe! 
im klaren sein, daB der Fibrinogenanteil im Plasma nur etwa 5°, dé 


® H.G. Klingenberg, Z. Naturforsch. 86, 483 [1953]. 





(esa 
best 
des | 
keit, 
jekti 
Der 
mun 
erspi 
zu a 
je 0 
Meb; 
wie 


Eichl 
nung: 
in 5 

0,5 m 


di 


wonr 


glich 


Tab. | 


mung 


Inver 
tit 


4 (1954 
9 Ver. 
diirfey 
lle der 


en ‘dey 
‘allung 
. Das 
‘itriert 
itive 
thend 
parats 
g de 
seifen. 
ler ist 
haber 
Uber. 
thode 


g wal 
onnte 
Nach 
augel 
sungs- 
an bel 
t den 
ei di 
avert: 
keits. 
ei der 


uden 
airker 
ai der 
iterel 
et 21 
ierte! 
egtel 
dener 
an Zl 
le das 
orid 
dbar 
riiber 
des 


Bd, 304 (1956) Fibrinogenbestimmung durch Invertseifentitration 275 


GesamteiweiBgehaltes ausmacht. Verlangt man von der Fibrinogen- 
iestimmung eine Genauigkeit von 5°,,, so muB man von der Analyse 
des GesamteiweiBgehaltes in Serum und Plasma die 20fache Genauig- 
keit, nimlich 0,25°,, fordern. Da dieses Postulat nur mit einer ob- 
iektiven Definition des indpunktes zu erreichen ist, liegt auf der Hand. 
Der durch die frither beschriebene photometrische Endpunktsbestim- 
mung bedingte Mehraufwand wird aber durch die erhebliche Zeit- 
ersparnis und die Méglichkeit, mit kleinsten Serum- und Plasmamengen 
mu arbeiten, aufgewogen. So kann man bei Versuchen an Ratten mit 
ie 0.1 md Plasma und Serum auskommen. Die erreichte methodische 
MeBgenauigkeit an ein und derselben Probe betrug dabei etwa — 2,5' 
wie man aus der Abbildung ersehen kann. 


Richkurve nach Messung einer Verdiin- 
nungsreihe von 0,05— 1 mg Fibrinogen 
in 5 ml physiol. NaCl-Lésung und 
0,5 ml 2-n. NaOH. Jeder Wert wurde 
durch 3 Titrationen festgelegt. 








In den Tabellen 1 und 2 werden die mit der ersten Methode ge- 
wonnenen Werte mit denen der Cullen-van Slyke!-Methode ver- 
glichen und die Ergebnisse des Differenzverfahrens denen eines sorg- 


Tab. 1. Vergleich zwischen dem Ergebnis der gravimetrischen Fibrinogenbestim- 
mung und der Differenzmethode der Invertseifentitration. Mengen wie unter (5) 
und (7) (S. 277) beschrieben. 





Invertseifen-| gravimetr. es Invertseifen-| gravimetr. | °, Ab- 
titration Methode Abweichung titration Methode weichung 





0.48%, ( 4+ 8,69 0,29%, 0.32%, 
— 4,16 0,55°,, 0.54%, 
— 9,09 0,66°,, 0,67°,, 
— 8,57 36°, 0,34°,, 
~11,94 40°, 0.38% 
+ 4,44 ,29°,, 0,35, 

2,32 38°, 0,42°,, 
+ 1,66 y 0.42%, 

i — 10,52 3 0,24°,, 
0,46°, 0,49, 6.12 40°, 0.42% 
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Tab. 2. Vergleich zwischen den Analysenwerten der Cullen-van S$! yvke- 
Methode! und der Recalcifizierungsmethode der Invertseifentitr:tion, 
eee 
Plasma- | g°% Fibrinogen ; g% Fibrinogen axe Mw. 
. 2 j Mw. ca ee Mw. ee 
probe Nr. |(Cullen-v. Slyke) (Invertseifentitr.) : iffereng 


—____ 








0.24 0,24 0,240 0,23 2 0,235 0,005 
0,29 0,28 0,285 0,31 22 0,265 0,020 
0,23 0,24 0,235 0,22 0,230 0,005 
0,29 0,30 0,295 0,27 2 0,265 0,030 
0:27 028 0,275 0,24 25 0,245 0,030 
0,45 0,47 0,460 0,50 5: 0,510 0,050 
0,38 0,39 0,385 0,33 f 0,340 0,045 
0,50 0.51 0,505 0.45 0, 0,470 0,035 
0,30 0,31 0,305 0,29 0,300 0,005 
0,35 0,33 0,340 0,36 $ 0,370 0,005 

: o + 0,015 


wo 


~ 


Hao St 











faltigen gravimetrischen Verfahrens gegentibergestellt. Bei der Be. 
schreibung der Versuche wird die zweckmaBigste Durchfiihrung de 
beiden Methoden angegeben. 

Nach der ersten Veréffentlichung unserer Verfahren?!® erschien der 
Bericht von Jacox! iiber eine densitometrische Fibrinogenbestimmung 
im sauren Fallungsbereich der Invertseife Octadecyldimethylbenzy|- 
ammoniumechlorid. Dabei wird das Fibrinogen mit einer 28,5-proz 
Ammoniumsulfatlésung gefallt, in 1-proz. Kochsalzlésung gelést und dic 
bei pu 5,1 (0,1-m. Phosphatpuffer) in verdiinnter Lésung durch Zusatz 
von 10°, 0,1-proz. Invertseifenlésung auftretende Triibung gemessen 
Das Verfahren vermeidet nicht die oben angefiihrten Fehlerméglich- 
keiten einer Triibungsmessung und gibt um 12—34°,, hdhere Werte 
als die Cullen-van Slyke!-Methode, welche Differenz sich noch er- 
héhen diirfte, wenn statt des Faktors 6,25 der dem héheren N-Gehal 
des Fibrinogens entsprechende von 5,92 zur Umrechnung des erhaltener 
N-Wertes in g Protein verwendet worden ware. Dariiber hinaus ge. 
stattet die Messung im sauren Bereich nicht die einfachere und zuverlis- 
sigere Abtrennung des Fibrinogens durch Recalcifizierung. 


Beschreibung der Versuche 


1. Titrationsanordnung: Zur Titration verwendet man zweckmiabiz 
eine 5-ml-Bang- oder -Pellet-Biirette mit 1/;99-Teilung. Die Hahnkiikenspitz 
laBt man ausziehen, um eine geringe TropfengréBe zu erhalten. Als Titrationsgefil 
empfehlen sich 20—50 ml fassende Rohre mit planem und gut durchsichtiger 
Boden. Die Endpunktsbestimmung erfolgt bei geringeren Genauigkeitsanspriiche! 
mit einem unter das Titrationsgefa8 gelegten Millimeterpapier. Es wird solang 
Invertseifenlésung zugegeben, bis die em-Teilung, nicht mehr aber die Millimeter 
teilung noch sicher zu erkennen ist. Fiir héhere Anspriiche wird eine photoelek 
trische Endpunktsbestimmung verwendet, die a. a. O.° ausfiihrlich beschrieben is 


10 W. Graf, Dissertat. Erlangen 1953. 
"RF. Jacox, J. Lab. clin. Med. 44, 885 [1954]. 
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2. Herstellung der Invertseifenlésung: Die meist in 10-proz. Loésung 
vorliegenden Invertseifen werden mit der hundertfachen Menge dest. Wassers auf 
inen Gehalt von 0,1°, eingestellt. Die Haltbarkeit der Lésung ist sehr groB, doch 
mpfiehlt es sich, von Zeit zu Zeit mit einer Proteinlésung genau bekannten Ge- 
jaltes eine ‘Titerkontrolle vorzunehmen. 

3. Herstellung der zur Eichung verwendeten Fibrinogenlésung: 
(00mg Fibrinogen ,,Behringwerke** werden in 10 oder 100 ml 0,92proz. Kochsalz- 
isung gelést und sofort zur Aufstellung der Eichkurve in einer arithmetischen 
ihe verdtinnt. 

4. Durchfiihrung der Fibrinogenbestimmung im Gerinnsel: 2 ml 
Blut, dem zur Ungerinnbarmachung einige K6érnchen Natriumcitrat zugesetzt 
wurden, werden 5 Min. bei 3000 U/Min. zentrifugiert. Der Verwendung von oxal- 
sauren Salzen ist zu widerraten, da beim Recalcifizieren ein Niederschlag von 
(alciumoxalat auftritt. 1 m/ des so gewonnenen Plasmas werden mit 30 ml einer 
isotonischen CaCl,/NaCl-Losung versetzt, die 8,5 g NaCl und 1,7 g CaCl,/l enthalt. 
Das Gemisch wird 30 Min. bei 37° im Thermostaten gehalten. Der entstandene 
Fibrinschleier wird durch Aufwickeln auf einen Glasstab aus der Lésung entnommen 
wd nach ausgiebigem Auswaschen mit destilliertem Wasser in 1 m/ 2-n. NaOH auf- 
gelést. Der Lésungsvorgang dauert etwa 10 Min.; er kann durch Erwarmung im 
Thermostaten bei 37° beschleunigt werden. Nach vollstandiger Lésung wird das 
Volum durch Zusatz von 0,9-proz. Kochsalzlésung auf 5 ml gebracht und der 
pu-Wert mit einem Spezialindikatorpapier auf Ubereinstimmung mit dem bei 
der Aufstellung der Eichkurve gefundenen gepriift. Es wird dann bis zum oben be- 
schriebenen Endpunkt langsam titriert, wobei die Titrationsgeschwindigkeit zum 
Endpunkt hin abnehmen soll. 

5. Durchfiihrung der Fibrinogenbestimmung nach dem Differenz- 
verfahren: In das Titrierglas (Photometerkiivette) werden genau 4,9 ml 0,9-proz. 
Kochsalzlosung einpipettiert und mit einer Mikropipette genau 0,1 m/ Plasma oder 
Serum zugegeben. Die Mikropipette wird mit der Kochsalzlésung in der Kiivette 
durch mehrfaches Aufziehen griindlich nachgespiilt. Die Genauigkeit des Verfahrens 
hangt wesentlich von der exakten Pipettierung dieser Serum- oder Plasmamenge 
ab. Dann werden noch 0,5 ml 2-n. NaOH zugefiigt. Man titriert bis zu einem vorher 
festgelegten Zeigerausschlag des MeBinstruments, wie a. a.O. ausfiihrlich beschrie- 
ben, Es sei darauf hingewiesen. daB von dem lichtelektrischen MeBinstrument 
wihrend der Messung eine hohe Konstanz zu verlangen ist. Man speist die Photo- 
meterlampe zweckmaBig aus einem Akkumulator. 

6. Aufstellung der Eichkurven: Fiir Methode (4) wird 1 Réhrchen 
Fibrinogen ,, Behringwerke“ in 10 ml 0,9-proz. NaCl-Lésung gelost und von 0,1— 1 m/ 
der Lésung in 50 ml fassende Glaser eingefiillt. Man erganzt mit dest. Wasser auf 
1.0 ml und verfahrt nun mit den Proben wie unter (4) beschrieben. Aus den Werten 
aweier solcher MeBreihen stellt man eine Eichkurve fiir das verwendete Prapa- 
rat bei bestimmtem px auf. 

Fiir Methode (5) wird nach (3) eine 0.1-proz. Fibrinogenlésung hergestellt 
deine Verdiinnungsreihe von 0,1— 1,0 mg Fibrinogen im Bereich der als Differenz 
awischen Plasma und Serum zu erwartenden Konzentration aufgestellt. Auch hier 
st auf den py-Wert der MeBproben zu achten, der mit dem spaterer Messungen 
wereinstimmen muB. Die MeBwerte aus 2 solcher Reihen ergeben eine Eichkurve. 
indie man mit der Differenz aus zwei Titrationen ecingeht. 

7. Gravimetrische Vergleichsbestimmung: Das durch Recalcifizierung 
von 2 ml Citratplasma ausfallende Fibrinhautchen wird mit einem diinnen Glasstab 
entnommen und nach ausgiebigem Auswaschen mit dest. Wasser mit einem Alkohol- 
Ather-Gemisch 3:1 kalt extrahiert. Es wird dann bei 100° im Trockenschrank bis 
aur Gewichtskonstanz in einem vorgewogenen Wageschalchen getrocknet und das 
tewicht bestimmt. 

8. Kjeldahlometrische Vergleichsbestimmung: Das wie unter (7) 
gewaschene und extrahierte Fibrinhautchen wird auf seinen Stickstoffgehalt nach 
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Veraschung mit konz. Schwefelsiure und Kupfersulfatzusatz nach Kjeldabh| 


untersucht. Der héhere N-Gehalt wurde bei der Umrechnung_ be viicksichtigt * 


(Faktor 5,92). 
Wir danken der Firma Schiilke & Mayr, Hamburg, fiir Ubeilassung de 
Invertseifenpraparats ( 750. ; 


Zusammenfassu ng 


Es werden zwei neue Methoden zur Bestimmung des Fibrinogen. 
gehaltes im Plasma durch Invertseifentitration beschrieben. In einen 
vornehmlich fiir klinische Zwecke gedachten Verfahren wird das nach 
Recalcifizierung gewonnene Fibringerinnsel in 2-n. NaOH gelést und 
der EiweiBgehalt mit einer 0,1-proz. Invertseifenlésung titriert. Bej 
dem zweiten Verfahren wird durch gleichzeitige Titration von Plasma 
und Serum aus der Differenz der Fibrinogengehalt ermittelt. Das letztere 
Vorgehen erfordert zwar eine photometrische Endpunktsbestimmung, 
ermoglicht aber eine hinreichend genaue Bestimmung in Serum. und 
Plasmamengen bis 0,1 mi. 


Summary 


Two new methods are described for the determination of the fibri- 
nogen content of plasma by means of titration with cationic deter. 
gents. In the first method, which is chiefly intended for clinical purposes, 


the fibrin clot obtained after recalcification is dissolved in 2N sodium 
hydroxide and the protein titrated with a 0.1 per cent solution of 
cationic detergent. In the second method plasma and serum from the 
same individual are titrated and the fibrinogen content obtained from 
the difference of the results. The latter procedure involves a photo- 
metric determination of the endpoint but has the advantage that it 
enables sufficiently accurate determination in quantities of serum and 
plasma down to 0.1 mil. 
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Zur Frage des Vorkommens der Glucuronsaure 
und der Fucose in der Frauenmilch 
Uber die Anwendung der quantitativen Bestimmung 
der Glucuronsiure mittels der Naphthoresorcinreaktion 
Von 
Kurt Heyns, Wolfgang Walter und Werner Heyde 


{us dem Chemischen Institut der Universitat Hamburg und der Universitats-Frauenklinik 
Hamburg- Eppendorf 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Februar 1956) 


Die Grenzen der Bestimmungsmethode der Glucuronsiure mittels 
der Naphthoresoreinreaktion haben Heyns und Kelch! ausfiihrlich 
diskutiert und besonders darauf hingewiesen, dal dieses Verfahren fiir 
eine Bestimmung der Glucuronsiure bei physiologischen oder klinischen 
Untersuchungen nicht ohne Vorbehalte und kritische Kontrollunter- 
sichungen eingesetzt werden kann. Untersuchungen in der gleichen 
tichtung hat Hollmann vor kurzem ver6ffentlicht?. Wir konnten nun 
feststellen, daB bei Anwendung der Naphthoresorcinreaktion sogar das 
Vorliegen von Glucuronsdure in einem Substrat vorgetiiuscht werden 
kann. 

Wendet man die Naphthoresorcinreaktion in der iiblichen Form auf 
den Nachweis der Glucuronsiure in der normalen Frauenmilch an. so 
ehilt man eine positive Reaktion, deren quantitative Auswertung 
.Glucuronsiurewerte von etwa 100 y/cem ergibt®. Bei genauerer Nach- 
prifung zeigte sich nun, daB die Umsetzung der Glucuronsiure mit 
Naphthoresorein durch die Reaktion der in der Frauenmilch in hohen 
Konzentrationen vorliegenden Zucker iiberlagert und dadurch un- 
spezifisch wird4, wiihrend Begleitzucker in der gleichen GréBenordnung 
hormalerweise nicht stéren. 

Die Verhiltnisse sind am besten an Hand der Abbildung zu iiber- 
blicken. Diese zeigt die Extinktionswerte der bei der Naphthoresorcin- 
reaktion entstehenden Farbstoffe zwischen 450 und 700 mu, wie sie von 
Lactose, Glucose und Galaktose bei den Konzentrationen gebildet 
werden, in denen diese Zucker maximal in der Frauenmilch vorliegen 
kénnen. Hierbei kann dahingestellt bleiben, wie die mit der unver- 
inderten Frauenmilch erhaltliche Extinktionskurve tatsichlich ver- 


'K. Heyns u. C. Kelch, Z. analyt. Chem. 139, 339 [1953]. 

* 8. Hollmann, diese Z. 298, 77 [1954]. 

* W. Heyde, Archiv Gynakologie 185, 1 [1954]. 

* Vgl. |. c.? sowie Z. Stary u. M. Yuvanides, Biochem. Z. 824, 206 [1953]. 
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laufen wiirde. Unter den EnteiweiBungsbedingungen kann eiie Hydro. 
lyse der Lactose in wechselndem AusmaB eintreten. Aus den diarvestelltey 
Kurven ergibt sich jedenfalls, daB dem bei 578 mu gemessenen &y. 
tinktionswert keine verliBliche Aussage iiber den Glucurons. uregehalt 
entnehmbar ist. Wie sich ferner zeigte, sind die jeweils gcimessene 


T 


Absorptionsspektren der bvi der Naph. 
thoresorcinreaktion nach ', stdg, Hy. 
drolyse gebildeten Farbstoffe in ithe 
rischer Lésung (Schichtdicke 10 mm 
von: 1: Milchfiltrat (unverdiinnt), 
2: 100 » Glucuronsaéure/cem, 3:70 my 
Lactose/eem, 4: 35 mg Glucose/cem, 
5: 35 mg Galaktose/ccm, 











..Glucuronsiiurewerte in uniibersichtlicher Weise von der EnteiweiBungs. 
methode abhingig, die der Naphthoresorcinreaktion vorangeht. Es wa 
daher wiinschenswert, mit einem von der Naphthoresorcinreaktio 
unabhingigen Verfahren die Frage des Vorkommens von Glucuronsiur 
in der Frauenmilch nachzupriifen. Wir bedienten uns hierzu der Papier- 
chromatographie. Wie folgende Zusammenstellung zeigt, lassen sich mit 
dem Liésungsmittelgemisch Pyridin/Amylalkohol/Wasser (35:35:30) die 
auch bei schonender EnteiweiBung in der Frauenmilch auftretender 
Zucker von Glucuronsiiure-lacton in Modellversuchen leicht abtrennet. 


_ Bei der Chromatographie eines Modellgemisches auf Filterpapier 602 h:| 
Schleicher & Schiill in Pyridin/Amylalkohol/Wasser (35:35:30) erhaltene Ry 
Werte: 

Lactose 0,18 p-Galaktose 0,28 p-Glucose 0,32 
L-Fucose 0,34 p-Glucuronsaure-lacton 0,55 


‘Bei Anwendung dieses Lésungsmittelgemisches wiire Glucuronsaut 
im Papierchromatogramm der enteiweiBten Frauenmilch in dem it 
Frage kommenden Bereich eindeutig nachweisbar gewesen. Vor de! 
EnteiweiBung der Milch zugesetztes Glucuronsiure-lacton konnte no¢! 
bis zu einer Konzentration von 50 y/cem eindeutig wiedergefunde' 
werden. Glucuronsiure kénnte also in der Frauenmilch allenfalls 1! 
Konzentrationen unterhalb von 50 y/eem vorkommen. Eine Bestimmun: 
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on Glucuronsiure in der Frauenmilch mit Naphthoresorecin ohne 
weitgehende vorherige Abtrennung der stérenden Zucker vor Aus- 
jihrung der Reaktion ist nach den hier mitgeteilten Beobachtungen 
yicht durchfiihrbar. Auf das Vorliegen aihnlicher Verhiiltnisse in anderen 
iilogischen Fliissigkeiten sollte geachtet werden. 

Es ergaben sich tiberdies bei Anwendung der gleichen Methodik 
icine Anhaltspunkte dafiir, daB oral oder intravenés verabreichte 
Glucuronsiiure in die Frauenmilch in nachweisbaren Mengen iibergeht, 
yobei auch zu beriicksichtigen ist, daB derart zugesetzte Glucuronsiéure 
ww tiber verhiltnismaBig kurze Zeit einen erhédhten Glucuronsiure- 
Spiegel im Blut bewirkt®. Zu Beginn unserer Untersuchungen schienen 
die mittels der Naphthoresorcinreaktion erhaltenen .,Glucuronsiure- 
verte durch die Papierchromatographie eine Bestitigung zu erfahren. 
Wir erhielten mit dem Lésungsmittelgemisch Butanol, Eisessig/ Wasser 
70:7: 23)8 unter anderem einen kriftigen Fleck, der den gleichen 
Ry-Wert wie D-Glucuronsiiure-lacton aufwies. Es zeigte sich jedoch, dais 
dieser Fleck nicht durch Glucuronsiure hervorgerufen wird: Mit Hilfe 
ener Ausschneidetechnik’? wurde eine gréfere Menge der Substanz mit 
dem Rp-Wert des D-Glucuronsiure-lactons aus mehreren Chromato- 
gammen eluiert und die erhaltene Losung unter Zusatz von konz. 
Ammoniak unter vermindertem Druck eingedampft. Bei Vorliegen von 
)-Glucuronsiure-lacton hatte in diesem Falle auf einem neuen Chromato- 
gramm des so behandelten Eluats auBer dem Fleck des Glucuronsiure- 
lactons auch derjenige der Glucuronsiiure auftreten miissen. Dies war 
nicht der Fall. Bei der Durchmusterung einer groBen Anzahl von Mono- 
sacchariden stellten wir fest, da L-Fucose in dem von uns benutzten 
ljsungsmittelgemisch den gleichen Ry-Wert wie das D-Glucuronsiure- 
lacton besitzt. Fiir das Vorliegen von freier Fucose in unseren Milch- 
filtraten sprachen weiterhin 

1. Der gleiche Ry-Wert wie Fucose auf Papierchromatogrammen. 
die mit Pyridin/Amylalkohol/Wasser entwickelt wurden, wobei die 
Fucose von Glucuronsiure-lacton getrennt werden kann: 

2. Der positive Ausfall der Rimini’-Reaktion auf Desoxyzucker. 


Das Vorliegen von L-Fucose wurde bewiesen durch die Isolierung 
nittels Verteilungschromatographie an einer Cellulosesiiule und durch 
die Identifizierung als p-Toluolsulfohydrazon, das im Schmelzpunkt und 
Infrarotspektrum mit einem aus authent. L-Fucose erhaltenen Derivat 
ibereinstimmte. 

Um zu entscheiden, ob die L-Fucose in der Frauenmilch frei vor- 
kommt oder ob sie unter unseren EnteiweiBungsbedingungen aus Oligo- 


’ S. Hollmann, Klin. Wschr. 38, 126 [1955]. 

°K. Heyns u. G. Anders, diese Z. 287, 1 [1951]; K. Heyns u. W. Walter. 
diese Z. 287, 15 [1951]. , 

* K. Heyns u. G. Anders, diese Z. 287, 109 [1951]. 

* E. Rimini, Ann. Farmacoterapica e Chim. 1898, 249; C. 1898 II, 277; 
).M. Waldron, Nature [London] 170, 461 [1952]. 
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sacchariden bzw. Polysacchariden abgespalten wird, wiihlte: wir ejy, 
EnteiweiBungsmethode, bei der die geringsten py-Verschieliingen 7 
erwarten waren. Mit einem Eisenhydroxyd-Sol vom pu 4.7 konnte 
eine vollstindige KnteiweiBung erreicht werden, ohne dali sich de 
pu-Wert der Milch nennenswert anderte. Die enteiweiBte Lésunw wies 
in den meisten Versuchen, die wir durchfiihrten, ein pu von 6.5-—7,3 auf 
Temperatureinfliisse wurden durch Kiihlung mit Eiswasser  wiihrend 
der EnteiweiBung weitgehend ausgeschaltet. Das Filtrat der Protein. 
fillung wurde ohne Verzug der Papierchromatographie unterworfen, Au! 
siimtlichen in dieser Weise hergestellten Chromatogrammen war Fucos 
in geringer Menge nachweisbar. 

Diese Beobachtungen sprechen dafiir, daB Fucose in gerinyer Menge 
frei in der Frauenmilch vorliegt. Es muBte jedoch mit der Moéglichkei 
gerechnet werden, daB der Desoxyzucker in Oligosacchariden® in sel 
labiler Bindung vorliest. 

Es wurde daher gepriift, ob sich die Menge der papierchromato. 
graphisch nachweisbaren Fucose bei der EnteiweiBungstemperatur iy 
der enteiweiften bzw. der nicht enteiweiBten Milch vermehrt. Dies wa 
in einem iiber neun Tage ausgedehnten Versuch, bei dem am 3., 5.,7 
und 9. Tage Proben untersucht wurden, nur in geringem Mabe der Fall 
Damit ist sichergestellt, da eine sekundiire Abspaltung von Fucose au: 
Oligosacchariden unter den bei unseren Versuchen eingehaltenen be. 
dingungen nur sehr langsam eintritt. Ob eine solehe Abspaltung wiihren 
der EnteiweiBungsreaktion selbst eintritt, konnten wir durch folgende: 
Vergleich entscheiden. 

Verschiedene Proben der gleichen Milch wurden: 

1. vor dem Enteiweifen 1 Min. auf 90° erhitzt; 

2. nach dem Enteiweifen 1 Min. auf 90° erhitzt, 

3. vor und nach dem EnteiweiBen je 1 Min. auf 90° erhitzt. 
Auferdem wurde 

4. Ein Gemisch von gleichen Teilen erhitzter und nicht erhitzte 
Milch enteiwei8t und das proteinfreie Filtrat 1 Min. auf 90° erhitzt. 


Diese 4 Proben zeigten untereinander und im Vergleich mit eine 
Probe der gleichen Milch, die unter den iiblichen Vorsichtsmafnahme 
enteiweiBt worden war, keinen papierchromatographisch feststellbare 
Unterschied im Fucosegehalt. 

Nach diesem Ergebnis sind die fucosehaltigen Oligosaccharide vi 
beachtlicher thermischer Stabilitaét, auch wenn sie aus ihrer physiol 
gischen Umgebung entfernt wurden. Da wir die EnteiweiBung unte 
Kiskiihlung und Einhaltung eines pa-Wertes von 6,5—7,3 durchgefiihr 
haben, andererseits aber ein Milchfiltrat mit einem pu-Wert von 6,1 di 


® R. Kuhn, Mitteil. dtsch. pharmaz. Ges. 25, 99 [1955]; R. Kuhn, H.# 
Baer u. A. Gauhe, Chem. Ber. 88, 1135 [1955]; R. Kuhn u. H.G.Osman, die 
7.. 303, 1 [1956]. 
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jen beschriebene Erwirmung ohne merkliche Vermehrung der freien 
fucose tiberstand, halten wir es fiir gesichert,daf unter den beschriebenen 
jedingungen eine sekundire Bildung freier Fucose nicht eintritt. 

Das starke Hervortreten der Fucose in Frauenmilch, die mit Tri- 
chloressigsiure oder Natriumwolframat-Schwefelsiure enteiweiBt worden 
yar, ist der Ansatz zu den vorliegenden Untersuchungen, gewesen. Es 
jw nun nahe, das Verhalten von Milchproben verschiedener Tierarten 
unter den gleichen Bedingungen auf das Vorkommen von Fucose zu 
yrifen, da nach unserer Kenntnis zu dieser Frage erst eine kurze Notiz 
wn G.Malyoth, H.W. Stein, E. Hérmann und R.Schuler'® 
vorliegt, in der angenommen wird, daB in der Rattenmilch Fucose 
vorkommt. 

Es wurde die Milch folgender Tierarten nach EnteiweiBung mit 
Trichloressigsiure papierchromatographisch untersucht und frei von 
Fucose gefunden: 

Pavian, Hund, Ziege. Schaf, Kuh, Guanaco und Schwein (hier wurde 

auch Colostrum untersucht). 

Ein Vergleich unserer Ergebnisse mit den Beobachtungen von 
Malyoth und Mitarbeitern ist nur teilweise méglich, da die genannte 
Notiz hierzu keine ausreichenden experimentellen Angaben enthalt. Wir 
méchten aber hier auf eine Fehlerquelle hinweisen. auf die méglichet- 
weise die abweichenden Ergebnisse zuriickzufiihren sind. Malyoth und 
Mitarbeiter gewannen die zur Untersuchung verwendete Rattenmilch 
aus den Miigen junger Ratten. Andererseits besitzt der Magensaft ver- 
schiedener Tierarten eine erhebliche Bifidus-Aktivitiét!!. In solchen 
Filln muB mit dem Vorliegen fucosehaltiger Substanzen gerechnet 
werden, die unter den iiblichen EnteiweiBungsbedingungen so viel Fucose 
abspalten, da diese beim papierchromatographischen Nachweis kraftiz 
hervortritt. 

In welchem Ausmafe Fucose in Milch, die aus der Brustdriise 
entstammt, auch hierin aus beigemischten Schleimstoffen entstammt, 
diirfte noch zu klaren sein. 


Beschreibung der Versuche 
Untersuchungsmaterial 


_ Die Milch wurde nach Abpumpen aus der Brust bis zu ihrer Verwendung im 
Kisschrank bei +- 2° nicht langer als 8 Stdn. aufbewahrt. 
EnteiweiBung 
_ 1. Natriumwolframat-Schwefelsaure: 2ml Frauenmilch wurden mit 
fim! Wasser unter gutem Durchmischen verdiinnt, mit 1 m/ 10-proz. Natrium- 
wolframat-Lisung und 1 ml 0,66-n.H,SO, versetzt. kraftig geschiittelt und nach 
cinigen Minuten durch ein kleines, dichtes Faltenfilter filtriert. 
2. Trichloressigsaiure: 2 ml Milch wurden mit 8 ml 5-proz. Trichloressig- 

sare versetzt und filtriert. 
, G. Malyoth, H.W. Stein, E. Hérmann u. R. Schuler, Experientia 
[Basel] 9,70 [1953]. 
" R. Kuhn, Angew. Chem. 64, 493 [1952]. 
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3. Kolloides Eisenhydroxyd: 2ml Milch wurden mit 1.4 com eine ‘i 
kolloiden Lésung von Eisenhydroxyd* versetzt, mit dest. Wasser auf 10 con M 
aufgefiillt und filtriert. ‘i 
Die schonende EnteiweiBung zum Nachweis freier Fucose in der !rauenmilch wr 
wurde in der folgenden Weise ausgefiihrt: 40 ml Milch wurden mit 32 ccin Eiswagger li 
verdiinnt und unter AuBenktihlung mit Eis, magnetischer Rithrung und potentio. 0) 
metrischer py-Kontrolle mit einer Glaselektrode tropfenweise mit —0 ccm eine mi 
kolloiden Eisenhydroxydlésung von py 4,37 versetzt. Der py-Wer: schwankt wl 
wahrend der Zugabe des Reagens zwischen 6,95 und 7,25. Der py-Wert ‘es Filtrates elt 
betrug in allen Fallen 6,5—7,3. Es wurde rasch in eine gekiihlte Voriage filtriert, erl 
Die Lésung wurde dann im Exsiccator unter Evakuieren tiber KOH cingeengt, ell 
nachdem sich herausgestellt hatte, daB diese Methode des Eindampfens die gleichey hy 
Befunde ergab, wie sie bei gefriergetrockneten Ansatzen festgestellt wurden, all 
bre 


Glucuronsaurebestimmung 

5 ml einer der nach cinem der obengenannten EnteiweiBungsverfahren ge. 
wonnenen Lésung werden in ein gréBeres, mit Schliffstopfen versehcncs Reagenz. dic 
glas pipettiert. Als Blindversuch dienen 5 ml dest. Wasser. Nach Zugabe von 5m 
konz. Salzsaure (d 1,19) und 5 ml 0,2-proz. Naphthoresorcinlésung wird der Inhalt 
durchgemischt. Man erhitzt genau 30 Min. in einem siedenden Wasserbad, kiih} 
10 Min. in Eiswasser und schiittelt nach Zugabe von 15 ml eisgekiihlten Athers und 
sofortigem Verschlu8 mit einem Glasstopfen 1 Min. lang kraftig durch. In einen au 
Scheidetrichter wird die waBrige Phase abgelassen und die Atherschicht durch ei 


trockenes Filter in einen Mischzylinder filtriert. Der Zylinder wird verschlossen und a 
bis zur Messung in Eiswasser aufbewahrt. Die Messung der Extinktionswert fia 
erfolgt gegen den Blindwert bei einer Wellenlange von 578 mu im Photometer 
Eppendorf (Eichwerte 40 y und 80 7). scl 
Papierchromatographie na 

Die fiir die Papierchromatographie verwendeten Lésungen wurden, wen De 
nichts anderes vermerkt ist, im Wasserstrahlvakuum auf dem Wasserbade cin- 
gedampft. Der Riickstand wurde mit 2 cem Wasser aufgenommen und von dieser ei\\ 
Lésung bzw. Suspension 20 ul auf den Startpunkt eines Papierchromatogramms 
gebracht. ° 

Samtliche Chromatogramme wurden nach der absteigenden Methode® aii 
dem Papier 602 h: p der Firma Schleicher & Schiill durchgefiihrt. Die Sichtbar. 
machung der Flecke erfolgte durch Einspriihen mit ammoniakalischer Silbernitrat. 
lésung, die 0,1°, NaOH enthielt. Zur Priifung der Empfindlichkeit der Method of 
wurden je 5 mg, 2.5 mg, 1 mg, 0,5 mg und 0,25 mg Glucuronsaure-lacton zu 10m hu 
Milch zugesetzt. Die Lésungen wurden nach einer der drei Methoden enteiweilt. lu 
bei vermindertem Druck bis zur Trockne eingeengt (Badtemperatur 25 — 30°). Der wh 
Riickstand wurde mit 2 ccm dest. Wasser aufgenommen und von dieser Lésung | 
20 ul auf den Startpunkt eines cindimensionalen Papierchromatogramms gebracht the 
Das Chromatogramm der Lésung, welche 0,5 mg Glucuronsaure-lacton in 10m the 
Frauenmilch enthielt (enteiweiBt mit Trichloressigsiure bzw. kolloidem Eise- In | 


hydroxyd), zeigte nach dem Einspriithen mit Silbernitratlésung einen schwacher. 
aber deutlichen Fleck des Glucuronsaure-lactons, nachdem es einige Tage 
Zimmertemperatur aufbewahrt worden war. Der Ansatz mit 0,25 mg Glucur- 194 
siure-lacton in 10 m/ Frauenmilch zeigte auch nach mehreren Tagen keinen Flee! 
mit dem Rr-Wert des Glucuronsaure-lactons. 139 
Isolierung der Fucose 

100 ml Frauenmileh wurden mit 400 ml 5-proz. Trichloressigsaure enteiweill. 

filtriert und das bei einer Badtemperatur von 40—45° auf 20 ml eingeengte Filtra 


* Das kolloide Eisenhydroxyd wurde nach den Angaben von G. Jander ! 
H. Wendt, Lehrbuch fiir das Anorganisch-chemische Praktikum (7. Auflag 
Leipzig 1949), hergestellt. 
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der EiweiBfallung an einer Celite-Carboraffinsaure (1 : 1) chromatographiert. Die 
Monosaccharide wurden mit Wasser eluiert, das Eluat wurde eingeengt. Von dem 
nach einigen Tagen auskristallisierten Milchzucker wurde abfiltriert. Das Filtrat 
wurde zur Extraktion der Trichloressigsaure mit Ather ausgeschiittelt. Die waBrige 
Lésung wurde bei vermindertem Druck zur Trockne eingedampft. Der Riickstand 
(,9») wurde mit wenig Wasser gelést und mit trockenem Cellulosepulver (What- 

man I) zu einem Brei verrieben und dieser auf eine Cellulosesaule gebracht. Es 
wurde mit einer Mischung von 10°, Athanol, 40°, n-Butanol und 50% Wasser!? 

eluiert. Das Eluat wurde in 5-cem-Fraktionen aufgefangen. Es wurden 11 Fraktionen 
erhalten, die papierchromatographisch reine Fucose enthielten. Diese wurden ver- 
einigt und im Vak. eingeengt. Die erhaltene Lésung wurde mit p-Toluolsulfo- 
hydrazid versetzt. Es wurden Kristalle erhalten, die nach dem Umkristallisieren 
aus Pyridin bei 167° schmolzen. Das Infrarotspektrum dieser Kristalle, in Kalium- 

bromid gepreBt, war identisch mit dem des p-Toluolsulfohydrazons der L-Fucose. 


DerDeutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Férderung 
dieser Untersuchungen. 


Zusammenfassung 


Es wird gezeigt, da bei Anwendung der Naphthoresorcinreaktion 
auf Frauenmilech zum Nachweis der Glucuronsiiure scheinbare ..Glucuron- 
siurewerte’’ vorgetiiuscht werden und daB bisher keine Anhaltspunkte 
fir das Vorliegen freier Glucuronsiure gegeben sind. 

In der frischen Frauenmilch ist freie Fucose bereits bei sofortiger. 
schonender EnteiweiBung unter normalen pu-Verhiltnissen in der Kiilte 
nachweisbar. Bei iiblichen sauren EnteiweiBungsmethoden erscheint der 
Desoxyzucker in reichlicher Menge. 

In der Milch verschiedener Tierarten konnte nach saurer Ent- 
eiweifung keine Fucose nachgewiesen werden. 


Summary 


It is shown that the naphthoresorcinol reaction for the detection 
of glucuronic acid gives apparently positive results when applied to 
human milk although there is no indication of the presence of free 
glucuronic acid. Free fucose can be demonstrated in fresh human milk 
when the latter is immediately deproteined under mild conditions in 
the cold and at normal px. With the usual acid deproteination methods 
the desoxy sugar appears in large quantities. No fucose can be detected 
inthe milk of various animals after acid deproteination. 


14 Hough, J. K. N. Jones u. W. H. Whatman, J. chem. Soc. [London] 


199, aii. 
* 0. Westphal, H. Feier, O. Liideritz u. J. Fromme, Biochem. Z. 326, 
139 [1954]. 











LUDWIG H. RASCH 


LEHRBUCH DER BLUTGRUPPENKUNDE 


Allgemeine und spezielle Serologie der Blutkérperchenme:kmate , 
und ihrer Anwendungsgebiete 


Grofs-Oktav. IX, 417 Seiten mit 89 Abbildungen und 138 Tabellen. 1954, 
Ganzleinen DM 30,— 


»Ein derart umfassendes und ausfiihrliches Werk iiber die theoretischen 
Grundlagen der Blutgruppenlehre und tiber den augenblicklichen Stand der 
Technik der Blutgruppenuntersuchung fehlte bisher im deutschen Schrifttum, 
Fs vermittelt ... in instruktiver Weise im grofen und ganzen die theoreti- 
schen und praktischen Grundlagen der heutigen Blutgruppenforschung und 
stellt einen fiir das Arbeiten im Laboratorium und 
auch fiir die weitere wissenschaftliche Forschung 
wertvollen Ratgeber und ein umfassendes Nach- 
schlagewerk dar, das den ihm gebiihrenden Weg machen wird.“ 

Blut, Miinchen 


Aus dem Inhalt: 
Allgemeine Serologie der Blutkérperchenmerkmale 


Die praktische Vorbereitung der Untersuchungsmethoden (Das Testblut 
— Die fliissigen Medien — Das zu untersuchende Blut) Die technische 
Durchfiihrung der Untersuchungsmethoden (Reaktionen mit flockendem 
Effekt — Reaktionen mit lésendem Effekt) 


Spezielle Blutgruppen- und Blutfaktorenserologie 


Die spezifischen Systeme (Das OAB-System — Das Lewis-System — 
Der Antigen-Komplex Rh — Die Faktoren M und N — Das System S/s 
— Das Blutkérperchenmerkmal P — Der Faktor Q — Die neueren Blut- 
faktoren) Die unspezifischen Systeme (Die Kalteagglutination — Die 
Warmeagglutination) 

Anhang: Die serologische Priifung auf Unvertraglichkeit. 


Die Anwendungsgebiete der Blutgruppen- und Blutfaktorenserologie 


Die praktisch-klinische Bedeutung der Blutgruppen- und Blutfaktoren 
(Die Bluttransfusion — Die Bedeutung der Blutgruppen und Blut- 
faktoren fiir die Unvertraglichkeit zwischen Mutter und Frucht bei 
Mensch und Tier — Himolytische Anamien auf der Grundlage ab- 
normer serologischer Verhialtnisse) Die biologischen Anwendungsgebiete 
der Blutgruppen- und Blutfaktorenserologie (Die serologische Abstam- 


mungsuntersuchung — Die Blutgruppen- und Blutfaktorenserologie in 
der Anthropologie) 
Schrifttumsverzeichnis — Sachverzeichnis 
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